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S t e v e  I r v i n g  a n d  S t u a r t  D u n b a r  f o r  t h e i r  s u p e r v i s i o n ,  
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t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g y  e x p e r i m e n t s .
I  w o u l d  l i k e  t o  t h a n k  e v e r y o n e  i n  t h e  
b i o c h e m i s t r y  a n d  p h o t o g r a p h i c  d e p a r t m e n t s  f o r  t h e i r  
p a t i e n c e ,  a n d  i n  p a r t i c u l a r  S u e  W o n n a c o t t ,  D a v e  J e f f e r y  
a n d  e v e r y o n e  i n  L o c u s t  3 . 4 0  f o r  t h e i r  h e l p f u l  
d i s c u s s i o n s .  I  am g r a t e f u l  t o  K a t e  P o w e l l  f o r  h e r  
a s s i s t a n c e  w i t h  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  a n d  t o  
A l a n  C a r v e r  f o r  d o i n g  t h e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  e x p e r i m e n t s
I  am p a r t i c u l a r l y  i n d e b t e d  t o  G e o r g e  L u n t  f o r  
h i s  u n e r r i n g  a d v i c e ,  e n t h u s i a s m  a n d  e n c o u r a g e m e n t  
t h r o u g h o u t  t h e  p r o j e c t ,  a n d ,  a b o v e  a l l ,  t o  C a t h e r i n e .
SUMMARY
A c e n t r i f u g a t i o n  a s s a y  a n d  a  f i l t r a t i o n  a s s a y
3
w e r e  d e v e l o p e d  t o  m e a s u r e  t h e  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  
3
a n d  [ H ] f l u n i  t r a z e p a m , r e s p e c t i v e l y ,  t o  a  w a s h e d  
m e m b ra n e  p r e p a r a t i o n  f r c m  t h e  s u p r a  o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  
o f  t h e  l o c u s t ,  S c h i s t o c e r c a  g r e g a r i a . T h e  m e m b r a n e s
e x h i b i t e d  h i g h  a n d  l o w  a f f i n i t y ,  s p e c i f i c ,  s a t u r a b l e ,
+ 3Na - i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  o f  10 a n d  80
nM, a n d  Bmax 70 a n d  4 0 0  f m o l / m g  p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y .
3
T h e  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  w a s  i n s e n s i t i v e  t o
b i c u c u l l i n e  m e t h i o d i d e .  T h e  m e m b r a n e s  e x h i b i t e d
2 + 3
Ca - d e p e n d e n t  b i n d i n g  o f  [ H I f  1 u n i  t r a z e p a m  o f  1 7 - 4 7
nM a n d  B 5 00 + 1 0 0  f m o l / m g  p r o t e i n .  R o 5 - 4 8 6 4  w a s  t h e  max —
m o s t  p o t e n t  o f  a  r a n g e  o f  b e n z o d i a z e p i n e s  i n  d i s p l a c i n g
3
[ H ] f l u n i  t r a z e p a m  b i n d i n g ,  w h i l e  up t o  100% e n h a n c e m e n t  
o f  b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  GABA o r
3
i s o g u v a c i n e .  [ H ] F l  u n i  t r a z e p a m  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  
tw o  m a j o r  p r o t e i n s  o f  Mf  46K a n d  57K i n  l o c u s t  
g a n g l i o n i c  man b r a  ne s .  A s i n g l e  p r o t e i n  o f  Mr  4 8 .5 K  w a s  
p h o t o l a b e l l e d  i n  r a t  b r a i n  m e m b r a n e s  i n  p a r a l l e l  
e x p e r i m e n t s .
A h c m o g e n a t e  w a s  p r o d u c e d  f  r a n  l o c u s t  
s u p r a  o e s o p h a g e a l  ga n g l  i o n  w h i c h  w a s  s h e w n  by e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y  t o  be r i c h  i n  s y n a p t o s o m a l  p r o f i l e s .  T h i s  
h c m o g e n a t e  a c c u m u l a t e d  600  pmol [ H ] c h o l i n e / m g  p r o t e i n  
f o l l o w i n g  a  30  m i n  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° C .  T h e  u p t a k e  w a s  
r e s i s t a n t  t o  m e t a b o l i c  p e r t u r b a t i o n ,  b u t  w a s  b l o c k e d  by
i n c u b a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d e t e r g e n t  o r
h e m i c h o l i n i u m - 3 , o r  on i c e .  F o l l o w i n g  p r e l o a d i n g  o f  t h e
3
h o m o g e n a t e  w i t h  [ H l c h o l i n e ,  r a d i o a c t i v i t y  w as  r e l e a s e d
b y  e l e v a t e d  K+ ( 5 0  mM), p a r t l y  i n  t h e  f o r m  o f
3 3[ H ] a c e t y l c h o l i n e .  The  [ H ] c h o l i n e  u p t a k e  c a p a c i t y  w as
u s e d  a s  a  t e s t  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  v i a b i l i t y  o f  t h e
h o m o g e n a t e  u n d e r  d i f f e r e n t  p h y s i c a l  c o n d i t i o n s .  The
s y n a p t o s o m e - r i c h  h o m o g e n a t e  a l s o  a c c u m u l a t e d  8 p m o l
3
[ H]GABA/mg p r o t e i n  f o l l o w i n g  a  20 m i n  i n c u b a t i o n  a t  
3 0 ° C .  T h i s  u p t a k e  w as  b l o c k e d  by  l o w  t e m p e r a t u r e ,  
e l e v a t e d  K+ ( 5 0  mM), o r  2 , 4 - d i a m i n o b u t y r a t e , b u t  w as  
u n a f f e c t e d  b y  AOAA o r  g a b a c u l l i n e .  A p r e l i m i n a r y  s t u d y  
w a s  m a d e  o f  L H]GABA r e l e a s e  f r o m  t h e  h o m o g e n a t e .
A s h o r t  s t u d y  was  m a d e  o f  p u t a t i v e  GABA 
r e c e p t o r s  on  l o c u s t  m u s c l e .  M e m b r a n e s  f r o m  t h e  f l i g h t
3
m u s c l e  e x h i b i t e d  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H ] f l u n i t r a z e p a m  
w h i c h  w as  m o s t  p o t e n t l y  d i s p l a c e d  b y  R o 5 - 4 8  64 , b u t  o n l y
3
l o w - a f f i n i t y , n o n - s a t u r a t i n g  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  w as  
o b s e r v e d  t o  t h e  same m e m b r a n e s .  I n  a n
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d y ,  G A B A -e v o k e d  r e s p o n s e s  w e r e  
d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  e x t e n s o r  t i b i a e  m u s c l e ,  w h i c h  w e r e  
s e n s i t i v e  t o  m u s c i m o l ,  i s o g u v a c i n e ,  b i c u c u l l i n e  a n d  
p i c r o t o x i n .  D i a z e p a m  h a d  no c o n s i s t e n t  e f f e c t  on  t h e  


























-  a c e t y l c h o l i n e
-  a m i n o o x y a c e t i c  a c i d
-  3 - a m i n o p r o p a n e s u l p h o n i c  a c i d
-  a v e r m e c t i n  B^a
-  b e n z o d i a z e p i n e
-  c y c l i c  a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a t e
-  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r
-  common i n h i b i t o r  a x o n
-  c h o l i n e
-  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
-  2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d
-  1 , 1  ' - (  2 , 2 ,  2 - t r i c h l o r  o e t h y l i d e n e )  
b i s [ 4 - c h l o r o b e n  z e n e ]
-  2 , 4 - d i n i t r o p h e n o l
-  d i h y d r o p i c r o t o x i n
-  d o r s a l  u n p a i r e d  m e d i a n  a x o n
-  e t h y l e n e ,  d i a m i n e  t e t r a c e t i c  a c i d
-  e t h y l e n e g l y c o l - b i s -  ( j i > - a m i n o e t h y l  
e t h e r  ) -N ,  N, N' , N ' - t e t r a a c e t i c  a c i d
-  e x t e n s o r  t i b i a e
-  f a s t  a x o n
-  ^ - a m i n o b u t y r i c  a c i d
-  4 - a m i n o b u t y r a t e - 2 - o x o g l u t a r a t e  t r a n s a m i n a s e
-  1 - g l u t a m a t e  1 - c a r b o x y - l y a s e
-  g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e
-  g a s  c h r o m a t o g r a p h y - m a s s  s p e c t r o s c o p y
H -  h o m o g e n a t e
HC-3 -  h e m i c h o l i n i u m - 3
HEPES -  N - 2 - h y d r o x y e t h y l p i p e r a z i n e - N ' - 2  
e t h a n e s u l p h o n i c  a c i d  
HF -  f i l t e r e d  h o m o g e n a t e
IP S P  -  i n h i b i t o r y  p o s t s y n a p t i c  p o t e n t i a l
LDH -  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e
MDH -  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e
m i p p s  -  m i n i a t u r e  i n h i b i t o r y  p o s t s y n a p t i c  p o t e n t i a l s
mRNA -  m e s s e n g e r  r i b o s e  n u c l e i c  a c i d
NADH -  n i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e
f&DPH -  n i c o t i n a m i d e  a d e n i n e  d i n u c l e o t i d e  p h o s p h a t e
NMJ -  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n
PAGE -  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s
PBR -  p e r i p h e r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r
P 2 G -  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n
PLP -  p y r i d o x a l  p h o s p h a t e
P 2 M -  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n
PMSF -  p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l f l u o r i d e
PPO -  2 , 5 - d i p h e n y l o x a z o l e
P 2 R -  r a t  b r a i n  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n
PTXN -  p i c r o t o x i n
SDS -  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e
SETi  -  s l o w  a x o n
SSA -  s u c c i n a t e  s e m i a l d e h y d e
SSADH -  s u c c i n a t e  s e m i a l d e h y d e  d e h y d r o g e n a s e
TBPS -  t - b u t y l b i c y c l o p h o s p h o r o t h i o n a t e
t i c  -  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y
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1 . 1 /  THE DEVELOPMENT OF OUR UNDERSTANDING OF NERVOUS
SYSTEMS
I n  t h e  n i n e t e e n t h  c e n t u r y  i t  was  g e n e r a l l y  
a c c e p t e d  t h a t  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  w as  n o t  c o m p o s e d  o f  
d i s c r e t e  c e l l s ,  b u t  r a t h e r  t h a t  i t  was  o n e  s i n g l e  
n e t w o r k .  H o w e v e r ,  b a s e d  on  h i s t o l o g i c a l  o b s e r v a t i o n s ,  
Ramon y C a j a l  ( 1 8 8 8 )  p r o p o s e d  t h a t  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  
was  i n  f a c t  c o m p o s e d  o f  d i s c r e t e  u n i t s ,  t h e  n e r v e  c e l l s  
o r  n e u r o n s ,  w h i c h  c o m m u n i c a t e d  w i t h  e a c h  o t h e r  v i a  
s p e c i a l i s e d  c o n t a c t s .  T h i s  t h e o r y  was  e x t e n d e d  b y  t h e  
e l e c t r o p h y s i o l o g i s t ,  S h e r r i n g t o n  (19 2 5 ) ,  who 
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  w a s  e l e c t r i c a l l y  
d i s c o n t i n u o u s  a n d  c a l l e d  t h e  s p e c i a l i s e d  c o n t a c t s ,  
o b s e r v e d  b y  Ramon y C a j a l ,  " s y n a p s e s " .  T h i s  e l e c t r i c a l  
d i s c o n t i n u i t y  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  s u g g e s t e d  t h a t  some 
a d d i t i o n a l  f o r m  o f  c o m m u n i c a t i o n  m u s t  b e  l o c a t e d  a t  t h e  
s y n a p s e ,  a n d  E l l i o t  ( 1 9 0 4  ) a n d  D i x o n  ( 1 9 0 6 )  p o s t u l a t e d  
t h a t  a  c h e m i c a l  m e s s e n g e r  i s  r e l e a s e d  a t  t h e  s y n a p s e  
w h i c h  t r a n s m i t s  i n f o r m a t i o n  t o  s u r r o u n d i n g  c e l l s .  L o e w i  
(19 2 1 )  r e p o r t e d  a  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  i n  w h i c h  he 
c h r o n i c a l l y  s t i m u l a t e d  t h e  v a g u s  n e r v e  o f  a n  i s o l a t e d  
f r o g  h e a r t  a n d  t h e n  o b s e r v e d  t h a t  t h e  r e s u l t i n g  b a t h i n g  
m e d iu m  m i m i c k e d  v a g a l  s t i m u l a t i o n  w hen  a p p l i e d  t o  a 
s e c o n d  h e a r t .  T h i s  c o n f i r m e d  t h a t  a  c h e m i c a l  c o u l d  
i n d e e d  i n i t i a t e  n e r v o u s  a c t i v i t y  a n d  f o r m e d  t h e  b a s i s  o f  
t h e  n e u r o t r a n s m i t t e r  t h e o r y  o f  s y n a p t i c
n e u r o t r a n s m i s s i o n .  S u b s e q u e n t  t o  t h e s e  p i o n e e r i n g  
e x p e r i m e n t s  i t  h a s  b e e n  r e c o g n i s e d  t h a t  t h e r e  a r e  
s e v e r a l  c r i t e r i a  t h a t  m u s t  b e  f u l f i l l e d  b y  a  c h e m i c a l  i f  
i t  i s  t o  b e  c l a s s e d  a s  a  n e u r o t r a n s m i t t e r  (W erm an ,  1 9 6 6 )  
a n d  t h e s e  a r e  l i s t e d  b e l o w :
1) T h e  c h e m i c a l  i s  s y n t h e s i s e d  a n d  s t o r e d  i n  t h e  n e r v e  
t e r m i n a l .
2) T h e  c h e m i c a l  i s  r e l e a s e d  on  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  
n e r v e .
3 )  T h e  c h e m i c a l  p r o d u c e s  a  c h a n g e  i n  p o l a r i z a t i o n  b y  a n  
i n t e r a c t i o n  a t  t h e  p o s t - s y n a p t i c  s i t e .
4) T h e  q u a n t i t y  o f  c h e m i c a l  s o  r e l e a s e d  i s  s u f f i c i e n t  
t o  i n i t i a t e  e i t h e r  d e p o l a r i z a t i o n  o r  h y p e r p o l a r i z a t i o n .
5) T h e r e  e x i s t s  a  m e t h o d  o f  r e m o v a l  f r o m  t h e  s y n a p s e  
f o r  t h e  c h e m i c a l .
By t h e  e a r l y  19 7 0 s  i t  was  w i d e l y  b e l i e v e d  t h a t  
m o s t  o f  t h e  i m p o r t a n t  n e u r o t r a n s m i t t e r s  u t i l i z e d  by  t h e  
m a m m a l i a n  b r a i n  h a d  b e e n  d i s c o v e r e d ,  c h o u g h  n o t  a l l  t h e  
a b o v e  c r i t e r i a  w e r e  n e c e s s a r i l y  f u l f i l l e d  i n  e v e r y  c a s e .  
The s u g g e s t i o n  t h a t  a  c h e m i c a l  was  a  n e u r o t r a n s m i t t e r  
u s u a l l y  f o l l o w e d  t h e  o b s e r v a t i o n  o f  some s a l i e n t  f e a t u r e  
o f  t h e  s u b s t a n c e s '  p h y s i o l o g y  o r  p h a r m a c o l o g y .  F o r  
e x a m p l e ,  s u b s t a n c e  P w a s  o r i g i n a l l y  i d e n t i f i e d  i n  t i s s u e  
e x t r a c t s  b y  i t s  e f f e c t s  on  s m o o t h  m u s c l e  m o t i l i t y  a n d  
n o n — c h o l i n e r g i c  p h a r m a c o l o g y  ( s e e  v o n  E u l e r ,  1 9 8 5 )  . I t
w a s  c o n s i d e r e d  t h a t  t h e  CNS c o u l d  f u n c t i o n  e f f e c t i v e l y
/
w i t h  t h e  d o z e n  o r  s o  know n e x c i t a t o r y  o r  i n h i b i t o r y  
s u b s t a n c e s .  H o w e v e r ,  m o r e  r e c e n t l y  t h e r e  h a s  b e e n  a n
e x p l o s i o n  i n  t h e  n u m b e r  o f  p u t a t i v e  n e u r o t r a n s m i t t e r s  i n  
t h e  m a m m a l i a n  b r a i n .  T h i s  i s  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  
d i s c o v e r y  o f  n e u r o a c t i v e  p e p t i d e s ,  s u c h  t h a t  i n  19 79 
some 30 d i f f e r e n t  s u b s t a n c e s  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  
t r a n s m i t t e r s  i n  t h e  b r a i n  ( I v e r s e n ,  19 79 ) .  By 1983  t h e  
l i s t  o f  n e u r o a c t i v e  p e p t i d e s  a l o n e  n u m b e r e d  37 ( K r i e g e r ,  
19 8 3 )  a n d  t o d a y  t h e r e  a r e  t h o u g h t  t o  b e  i n  e x c e s s  o f  50 
p u t a t i v e  n e u r o t r a n s m i t t e r s  i n  t h e  m a m m a l i a n  CNS a n d  t h e  
n u m b e r  i s  s t i l l  i n c r e a s i n g  ( R o s s i e r ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  m a k e s  a  
h i g h l y  c o m p l e x  p i c t u r e  o f  t h e  v e r t e b r a t e  b r a i n  w i t h  many 
q u e s t i o n s  r e g a r d i n g  t h e  i n t e r a c t i o n s  a n d  c o n t r o l  o f  a l l  
t h e s e  d i f f e r e n t  a g e n t s  s t i l l  t o  b e  a n s w e r e d .  B u t  w h a t  i s  
o u r  k n o w l e d g e  o f  t h e  i n s e c t  n e r v o u s  s y s t e m  a n d  i t s  
n e u r o t r a n s m i t t e r s ?
1 . 2 /  THE INSECT CENTRAL NERVOUS SYSTEM
The a n a t o m i c a l  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  i n s e c t  
n e r v o u s  s y s t e m  h a s  b e e n  w e l l  c h a r a c t e r i z e d  a n d  a 
d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  i s  g i v e n  by  C h ap m an  ( 1 9 7 5 ) .
B r i e f l y ,  i t  c o n s i s t s  o f  a  b r a i n  s i t u a t e d  d o r s a l l y  i n  t h e  
h e a d  a n d  a  v e n t r a l  c h a i n  o f  s e g m e n t a l  g a n g l i a  f r o m  w h i c h  
n e r v e s  r u n  t o  t h e  p e r i p h e r a l  s e n s e  o r g a n s  a n d  t o  t h e  
m u s c l e  s y s t e m s .  A s t o m a t o g a s t r i e  s y s t e m ,  c o n s i s t i n g  o f  a  
n u m b e r  o f  s m a l l  g a n g l i a  c o n n e c t e d  t o  t h e  b r a i n  a n d  t h e i r  
a s s o c i a t e d  n e r v e s  , c o n t r o l s  t h e  m o v e m e n t s  o f  t h e  
a l i m e n t a r y  c a n a l .
The s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  o f  t h e  l o c u s t
r e p r e s e n t s  t h e  b r a i n  a n d  i s  t h e  p r i n c i p a l  a s s o c i a t i o n  c e n t r e  
o f  t h e  a n i m a l ' s  b o d y .  I t  i s  a l s o  t h e  s e a t  o f  many l o n g - t e r m  
o r g a n i z e d  b e h a v i o u r a l  p a t t e r n s  a n d  g o v e r n s  t h e i r  
m o d i f i c a t i o n  by l e a r n i n g .  I t  i s  t h i s  l o c u s t  b r a i n  w h i c h  w a s  
u s e d  t h r o u g h o u t  t h e  w o r k  o n  i n s e c t  c e n t r a l  n e r v o u s  t i s s u e  
d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s .
Our k n o w l e d g e  o f  t h e  s t r u c t u r a l  o r g a n i z a t i o n  o f  
t h e  i n s e c t  n e r v o u s  s y s t e m  a n d  i t s  r e l a t i v e  s i m p l i c i t y  h a v e  
o f t e n  m ade  i n s e c t s  t h e  a n i m a l s  o f  c h o i c e  f o r  
e l  e c t r o p h y s i o l o g i  c a l  s t u d i e s .  I n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  m a m m als  
t h o u g h ,  we know much l e s s  a b o u t  t h e  c h e m i c a l  e v e n t s  i n v o l v e d  
i n  i n v e r t e b r a t e  n e u r o t r a n s m i s s i o n .  T h i s  i g n o r a n c e  r e p r e s e n t s  
a  g r e a t  i m b a l a n c e  i n  o u r  k n o w l e d g e  w h e n  o n e  c o n s i d e r s  t h a t  
t h e r e  a r e  o v e r  8 0 0 , 0 0 0  s p e c i e s  c o m p r i s i n g  t h e  p h y l u m  
A r t h r o p o d a , o f  w h i c h  s p e c i e s  o f  i n s e c t s  a r e  by f a r  t h e  m a j o r  
c o n s t i t u e n t s ,  w h e r e a s  47 , 0 0 0  d i f f e r e n t  s p e c i e s  c o m p r i s e  t h e  
p h y l u m  C h o r d a t a  w h i c h  i n c l u d e s  t h e  w h o l e  s p e c t r u m  o f  
v e r t e b r a t e s .  T h e  n u m b e r  o f  p o s t u l a t e d  n e u r o t r a n s m i t t e r  
c a n d i d a t e s  i n  t h e  i n s e c t  n e r v o u s  s y s t e m  ( T a b l e  1 )  i s  v e r y  
l i m i t e d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  s i t u a t i o n  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  
m a m m a l i a n  b r a i n ,  a n d  t h i s  l i m i t e d  k n o w l e d g e  i s  b a s e d  l a r g e l y  
o n  e l  e c t  r o p h y s i  o l  o g i  c a l  s t u d i e s .  T h i s  l a c k  o f  k n o w l e d g e  i s  
o n e  a s p e c t  o f  t h e  g e n e r a l  p r o b l e m  p o s e d  by  t h e  v e r y  s m a l l  
q u a n t i t i e s  o f  n e r v o u s  t i s s u e  a v a i l a b l e  t o  t h e  i n v e r t e b r a t e  
n e u r o c h e m i s t .  I n d e e d  w e  h a v e  o n l y  s e e n  a n y  r e a l  p r o g r e s s  i n  
t h e  c a s e  o f  a c e t y l c h o l i n e ,  w h i c h  i s  i n  p a r t  d u e  t o  t h e  f a c t  
t h a t  t h e  i n s e c t  CNS h a s  a  h i g h e r  c o n t e n t  o f  a c e t y l c h o l i n e  
a n d  a  g r e a t e r  d e n s i t y  o f  r e c e p t o r s  f o r  t h e  t r a n s m i t t e r  t h a n
N e u r o t r a n s m i t t e r  S i t e  o f  A c t i o n
A c e t y l c h o l i n e ^ "  C e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
GABA
o
C e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
2
G l y c i n e  C e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m
2
L - G l u t a m a t e  N e u r c m u s c u l a r  j u n c t i o n s
2
GABA N e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n s
L - A s p a r t a t e ^  N e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n s
a
5 - H y d r o x y t r y p t a m i n e V i s c e r a l & c a r d i a c NMJ
4
D o p a m i n e V i s c e r a l & c a r d i a c NMJ
4O c t o p a m i n e V i s c e r a l & c a r d i a c NMJ
4
P r o c t o l i n V i s c e r a l & c a r d i a c NMJ
1 -  S a t t e l l e ,  1 9 8 0 .
2 -  U s h e r w o o d ,  19 7 8 .
3 -  I r v i n g  & M i l l e r ,  1 9 8 0 .
4 -  M i l l e r ,  1980  .
T a b l e  1 P u t a t i v e  n e u r o t r a n s m i t t e r s  i n  i n s e c t s .
7m a m m a l i a n  b r a i n  ( B r e e r ,  1 9 8 1 b ) .  H o w e v e r  i n  t h e  l a s t  t e n  
y e a r s  t h e r e  h a s  b e e n  a n  i n c r e a s e d  e f f o r t  a n d  i n t e r e s t  i n  t h e  
f i e l d  o f  i n v e r t e b r a t e  n e u r o c h e m  i s t r y , n o t  o n l y  f ro m  a n  
a c a d e m i c  s t a n d p o i n t  ( s e e  T h e  R e p o r t  o f  t h e  I n v e r t e b r a t e  
N e u r o s c i e n c e  P a n e l  o f  t h e  U.K. S c i e n c e  & E n g i n e e r i n g  
R e s e a r c h  C o u n c i l ,  1 9 8 6  ) b u t  a l s o  d u e  t o  i n c r e a s e d  i n t e r e s t  
o n  t h e  p a r t  o f  t h e  p e s t i c i d e  i n d u s t r y .
1 . 3 )  A BRIEF HISTORY OF THE PESTICID E INDUSTRY
I n  t h e  e a r l y  1 9 3 0 s  t h e  o n l y  p e s t i c i d e s  i n  u s e  w e r e
h i g h l y  t o x i c  c o m p o u n d s  s u c h  a s  l e a d  a r s e n a t e  ( a n d  i n s e c t s  
s u c h  a s  c a t t l e  t i c k s  e v e n  d e v e l o p e d  r e s i s t a n c e  t o  a r s e n a t e )  
a n d  t h e r e  w e r e  o n l y  a  few  n e u r o p o i s o n s ,  s u c h  a s  n i c o t i n e ,  
a v a i l a b l e .  S u c h  c o m p o u n d s  w e r e  o f  l i t t l e  u s e  i n  t h e  m a j o r  
f i e l d s  o f  p e s t  c o n t r o l ,  n a m e l y  a g r i c u l t u r e  a n d  p u b l i c  
h e a l  t h .
W i t h  t h e  o n s e t  o f  W o r l d  W a r  I I  s o  t h e r e  w a s  
i n c r e a s e d  r e s e a r c h  i n t o  n e u r o p o i s o n s  a n d  a n  o f f s h o o t  o f  t h i s  
was  t h e  d i c o v e r y  o f  h i g h l y  a c t i v e  p e s t i c i d a l  a g e n t s  s u c h  a s  
t h e  o r g a  n o c h l  o r i  n e s  (DDT f o r  e x a m p l e )  a n d  t h e  
o r g a  n o p h o s p h a  t e s .  T h i s  m a r k e d  t h e  b e g i n n i n g  o f  a  new a n d  
b o o m i n g  e r a  f o r  t h e  p e s t i c i d e  b u s i n e s s  s u c h  t h a t  i n  1 9 8  2 
w o r l d  s a l e s  o f  p e s t i c i d e s  w e r e  i n  e x c e s s  o f  £ 7 b i l l i o n  
( M a t t h e w s ,  1 9 8 3  ) .
H o w e v e r ,  t w o  m a j o r  p r o b l e m s  r a p i d l y  r e a r e d  t h e i r
h e a d s .  F i  r s t y  t h e  l a c k  o f  s p e c i f i c i t y  o f  p e s t i c i d e s ,  a n
e x a m p l e  o f  w h i c h  o c c u r r e d  i n  t h e  G e z i r a  r e g i o n  o f  t h e  S u d a n
8w h e r e  t h e  c o t t o n  b o l l w o r m  w a s  a n  i m p o r t a n t  p e s t .  I n  r e s p o n s e  
t o  t h i s  p r o b l e m ,  b r o a d - s p e c t r u m  i n s e c t i c i d e s  w e r e  a p p l i e d  
w h ic h  u n f o r t u n a t e l y  h a d  t h e  d u a l  e f f e c t  o f  e r a d i c a t i n g  t h e  
n a t u r a l  p r e d a t o r s  o f  a n o t h e r  e n e m y  o f  c o t t o n ,  n a m e l y  c o t t o n  
w h i t e f l y  w i t h  t h e  r e s u l t  t h a t  t h e  f l i e s  p r o l i f e r a t e d  a n d  
d o w n g r a d e d  t h e  c o t t o n  l i n t  ( M a t t h e w s ,  1 9 8 3  ) .  A s e c o n d  
p r o b l e m  i s  t h a t  o f  r e s i s t a n c e  o f  p e s t s  t o  p e s t i c i d e s .  T h i s  
i s  a n  e v e r - i n c r e a s i n g  p r o b l e m ?  i n  1 9 4 7  t h e r e  w e r e  1 4  
p e s t i c i d e - r e  s i  s t a  n t  s p e c i e s  r e p o r t e d ,  b u t  by 1 9 7 6  t h e  n u m b e r  
h a d  s w o l l e n  t o  3 6 4 .
T h e  p e s t i c i d e  i n d u s t r y  i s  t h e r e f o r e  c o n s t a n t l y  
s e a r c h i n g  f o r  new a n d  m o r e  s p e c i f i c  a g e n t s .  As a  r e s u l t ,  i n  
a d d i t i o n  t o  t h e  r a n d o m  s c r e e n i n g  o f  c h e m i c a l s  f o r  p e s t i c i d a l  
a c t i v i t y ,  t h e  i n d u s t r y  h a s  a l s o  e m b a r k e d  o n  a n  i n c r e a s e d  
a c t i v i t y  i n  b a s i c  r e s e a r c h  w i t h  a  v i e w  t o  i d e n t i f y i n g  new 
t a r g e t s  f o r  p e s t i c i d e s .  T ho u g h  m o s t  i n s e c t i c i d e s  a c t  by 
d i s r u p t i o n  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m  o f  t h e  i n s e c t ,  we a r e  
i g n o r a n t  o f  t h e  m ode  o f  a c t i o n  o f  many  o f  t o d a y ' s  
i n s e c t i c i d e s .  Seme a r e  k now n  t o  a c t  o n  c h o l i n e g i c  
n e u r o t r a  n s m i s s i  o n  ( o r g a  no p h o s p h a t e s  a c t  o n  a c e t y l c h o l i n e  
e s t e r a s e  b u t  may  h a v e  o t h e r ,  a s  y e t  u n d e f i n e d ,  t a r g e t s )  b u t  
t h i s  l i m i t e d  k n o w l e d g e  a n d  o u r  i g n o r a n c e  i n  t h e  m a j o r i t y  o f  
c a s e s  i s  a  r e f l e c t i o n  o f  o u r  k n o w l e g e  o f  i n s e c t  n e r v o u s  
s y s t a n s  a s  a  w h o l e ,  n a m e l y  t h a t  w e  o n l y  know a b o u t  
c h o l i n e r g i c  n e u r o t r a n s m i s s i o n  i n  a n y  d e p t h .  T h e r e f o r e  t h e  
p e s t i c i d e  i n d u s t r y  n e e d s  i n c r e a s e d
b a s i c  r e s e a r c h  i n t o  o t h e r  i n v e r t e b r a t e  n e u r o t r a n s m i s s i o n  
s y s t e m s  ; GABA i s  t h e  n e u r o t r a n s m i t t e r  o f  o n e  s u c h  
s y s t e m .
I . 4 /  GABA AS A MEURQTRANSMITTER
^ - A m i n o b u t y r i c  a c i d  (GABA) w a s  d i s c o v e r e d  a t  
t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  c e n t u r y  ( A c k e r m a n  & K u t s c h e r ,  1 9 1 0 )  
a n d  s h o r t l y  a f t e r  i t  w a s  f i r s t  d e t e c t e d  i n  m a m m a l i a n  
b r a i n  i n  19 50 ( A w a p a r a  e t  a l . ,  19 5 0 ,  R o b e r t s  & F r a n k e l ,  
19 5 0 ,  ( J d e n f r i e n d ,  19 5 0 ) ,  a n  e x t r a c t  o f  m a m m a l i a n  b r a i n  
a n d  s p i n a l  c o r d  w a s  s h o w n  t o  c o n t a i n  a  f a c t o r ,  ' F a c t o r
I I , w h i c h  i n h i b i t e d  t h e  s t r e t c h  r e c e p t o r  n e u r o n  ( a  
s i n g l e  s e n s o r y  c e l l  w i t h  i t s  d e n d r i t e s  e n t w i n e d  i n  a 
f i n e  m u s c l e  b u n d l e )  o f  t h e  c r a y f i s h  ( F l o r e y ,  19 5 4 ) .  
F r a c t i o n a l  c r y s t a l l i z a t i o n  o f  b o v i n e  b r a i n  F a c t o r  I  
s h o w e d  GABA t o  b e  i t s  m o s t  a c t i v e  c o m p o n e n t  i n  t e r m s  o f  
i n h i b i t o r y  a c t i v i t y  o n  t h e  s t r e t c h  r e c e p t o r  n e u r o n  
( B a z e m o r e  e t  a l . ,  19 57 ) .  F o l l o w i n g  some c o n t r o v e r s y  o v e r  
GABA ' s  r o l e  a s  a  n e u r o t r a n s m i t t e r ,  K r a v i t z  a n d  
c o l l e a g u e s  d e m o n s t r a t e d  GABA t o  b e  p r e s e n t  i n  l o b s t e r  
i n h i b i t o r y  n e u r o n s  w h e r e  i t  i s  s y n t h e s i z e d ,  a c c u m u l a t e d  
a n d  r e l e a s e d  ( K r a v i t z ,  19 67 ) ,  a n d  t h i s  w o rk  i s  d e s c r i b e d  
l a t e r  i n  t h i s  c h a p t e r  ( 1 . 5 ) .  By t h e  e a r l y  1 9 7 0 s  i t  w as  
t h o u g h t  t h a t  GABA may b e  t h e  u n i v e r s a l  t r a n s m i t t e r  o f  
j u n c t i o n a l  n e u r o m u s c u l a r  i n h i b i t i o n  i n  a l l  i n v e r t e b r a t e  
p h y l a  f r o m  n e m a t o d e s  t o  a r t h r o p o d s  ( t h o u g h  n o t  m o l l u s c s )  
a n d  i t  was  a l s o  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  t h e  CNS o f
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c r u s t a c e a n s ,  i n s e c t s  a n d  p o s s i b l y  m o l l u s c s  ( s e e  
G e r s c h e n f e I d , 19 7 3 ;  P i c h o n ,  19 74 ; C a l l e c ,  19 74 ) .  H o w e v e r  
t h e  e v i d e n c e  f o r  t h i s  was  v i r t u a l l y  a l l  
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  a n d  d e s p i t e  t h e  e a r l y  s t u d i e s  on  
GABA i n v o l v i n g  i n v e r t e b r a t e  t i s s u e s ,  t h e  b u l k  o f  t h e  
b i o c h e m i s t r y  o f  G A B A e rg ic  n e u r o t r a n s m i s s i o n  h a s  b e e n  
e l u c i d a t e d  i n  m a m m a l i a n  t i s s u e s .  T h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  
d e t a i l e d  r e v i e w s  o f  t h e  now w e l l - c h a r a c t e r i z e d  m a m m a l i a n  
GABA s y s t e m  ( e g .  B r a d f o r d ,  1 9 8 6 )  a n d  i t  i s  d e p i c t e d  i n  a 
h i g h l y  s i m p l i f i e d  f o r m  i n  F i g . l .
E s s e n t i a l l y  GABA i s  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  n e r v e  
t e r m i n a l  f r o m  g l u t a m a t e  by g l u t a m a t e  d e c a r b o x y l a s e  (GAD) 
a n d  i s  r e l e a s e d  i n t o  t h e  s n y n a p t i c  c l e f t  i n  r e s p o n s e  t o  
s t i m u l a t i o n  o f  t n e  n e u r o n .  B i n d i n g  o f  GABA t o  r e c e p t o r  
c o m p l e x e s  i n  t h e  p o s t - s y n a p t i c  m e m b r a n e  c a u s e s  t h e  
o p e n i n g  o f  a s s o c i a t e d  c h l o r i d e  i o n  c h a n n e l s  a n d  h e n c e  
h y p e r p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  p o s t - s y n a p t i c  c e l l .  F o l l o w i n g  
d i s s o c i a t i o n  o f  GABA f r o m  i t s  r e c e p t o r  i t  i s  c l e a r e d  
f r o m  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  by  d i f f u s i o n  a n d  u p t a k e  by  
s p e c i f i c  c a r r i e r s  i n t o  b o t h  n e u r o n s  a n d  g l i a l  c e l l s .
GABA c a n  t h e n  b e  m e t a b o l i z e d  by  GABA t r a n s a m i n a s e  
(GABA-T) t o  s u c c i n i c  s e m i a l d e h y d e  w h i c h  i n  t u r n  i s  
c o n v e r t e d  t o  s u c c i n a t e  by s u c c i n a t e  s e m i a l d e h y d e  
d e h y d r o g e n a s e  (SSADH ) .
















F i g . I  S c h e m a t i c  r e p r e s e n t a t i o n  o f  G A BA ergic  n e u r o t r a n s m i s s i o n  
i n  m am m alian  CNS.
1 . 5 /  GABA AS AN INVERTEBRATE NEUROTRANSMITTER
A p a r t  f r o m  t h e  e a r l y  w o rk  on t h e  s y n t h e s i s  a n d  
m e t a b o l i s m  o f  GABA b y  K r a v i t z  a n d  c o l l e a g u e s ,  
i n v e s t i g a t i o n s  o f  a n  i n v e r t e b r a t e  G A B A e rg ic  
s y s t e m  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  i l l u s t r a t e d  i n  F i g . l  h a v e ,  
u n t i l  r e c e n t l y ,  b e e n  s p a r s e .  H o w e v e r  t h e  w o r k  t h a t  h a s  
b e e n  d o n e  i s  r e v i e w e d  b e l o w .
1 . 5 . 1 /  The  GABA c o n t e n t  o f  n e r v o u s  t i s s u e s
I n v e r t e b r a t e  n e r v o u s  t i s s u e s  h a v e  beem  s h o w n  
t o  p o s s e s s  GABA i n  c o n c e n t r a t i o n s  w h i c h  a r e  c o m p a r a b l e  
w i t h ,  a n d  i n  some c a s e s  h i g h e r  t h a n ,  t h o s e  m e a s u r e d  i n  
m a m m a l i a n  n e r v o u s  t i s s u e s .  H o w e v e r  t h e  m e t h o d s  o f  
m e a s u r i n g  GABA i n  t i s s u e  e x t r a c t s  h a v e  c h a n g e d  o v e r  t h e  
y e a r s  f r o m  u s i n g  t w o - d i m e n s i o n a l  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  
n i n h y d r i n  t r e a t m e n t  o f  t h e  r e s u l t i n g  s p o t s  ( R a y ,  19 64 ) ,  
t h r o u g h  d e t e c t i o n  o f  D N P - a m i n o  a c i d  m e t h y l  e s t e r s  b y  g a s  
l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  ( A p r i s o n  e t  a l . ,  19 73 ) ,  d e t e c t i o n  
o f  GABA b y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y - m a s s  s p e c t r o s c o p y  (GC-MS) 
(McAdoo & C o g g e s h a l l ,  19 7 6 ) ,  a n d  m o r e  r e c e n t l y  t h e  
m i c r o c h e m i c a l  p r o c e d u r e  o f  W i t t e  & M a t t h a e i  ( 1 9 8 0  ) 
w h e r e b y  GABA i s  a s s a y e d  by  d i g e s t i o n  w i t h  GABAse ( a  
m i x t u r e  o f  GABA-T a n d  SSADH) a n d  t h e  r e s u l t i n g  NADPH+ i s  
m e a s u r e d .  T h e s e  v a r i a t i o n s  i n  m e t h o d o l o g y  s h o u l d  b e  b o r n e  
i n  m i n d  when  c o m p a r i n g  d a t a  f o r  GABA c o n c e n t r a t i o n s  i n  
d i f f e r e n t  t i s s u e s .
GABA was f i r s t  s h o w n  by  K r a v i t z  e t  a l .  (19 62 )
t o  b e  p r e s e n t  i n  c r a b  p e r i p h e r a l  n e r v e s  ( 1 0 - 1 2  j j g / 1 0 0  mg 
d r y  w e i g h t )  a n d  l o b s t e r  g a n g l i a  ( 6 0  p g / 1 0 0  mg d r y  
w e i g h t ) .  T h e s e  w o r k e r s  t h e n  w e n t  on  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  
i n  l o b s t e r  i n h i b i t o r y  a x o n s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  GABA 
(100  pM) i s  1 0 0 - f o l d  g r e a t e r  t h a n  t h a t  o f  g l u t a m a t e  (1  
| iM) , w h i l e  t h e  GABA c o n c e n t r a t i o n  o f  e x c i t a t o r y  a x o n s  i s  
o n l y  0 . 6  pM, i n  a c c o r d a n c e  w i t h  GABA's  p o s t u l a t e d  r o l e  a s  
a n  i n h i b i t o r y  t r a n s m i t t e r .
The  s i t u a t i o n  i n  t h e  m o l l u s c s  i s  l e s s  c l e a r
s i n c e  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  GABA c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d
i n  o c t o p u s  b r a i n  ( R o b e r t s ,  19 64 ) o r  i n  t h e  n e r v o u s
s y s t e m  o f  t h e  c e p h a l o p o d ,  S e p u l a  e s c u l e n t a  ( T s u k a d a  e t
a l . ,  19 64 ) .  A l s o  i n  s n a i l  a n d  o c t o p u s  n e r v o u s  t i s s u e  t h e
14i n c o r p o r a t i o n  o f  l a b e l  f r o m  [ U -  C ] g l u t a m a t e  c o u l d  n o t  
b e  d e t e c t e d  i n  GABA ( C o r y  & R o s e ,  19 6 9 ;  B r a d f o r d  e t  a l . ,  
19 69 ) .  H o w e v e r  s u b s e q u e n t  t o  t h a t  O s b o r n e  e t  a l .  (19 72)  
d e m o n s t r a t e d  s m a l l  a m o u n t s  o f  GABA i n  H e l i x  g a n g l i a .
I n  t h e  a n n e l i d s  e n d o g e n o u s  GABA l e v e l s  w e r e  
r e p o r t e d  t o  b e  t o o  l o w  f o r  d e t e c t i o n  b y  GC-MS (M cA doo  & 
C o g g e s h a l l ,  1 9 7 6 ) ,  t h o u g h  m o r e  r e c e n t l y  S a r g e n t  (19  77)  
h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  l e e c h  g a n g l i a  i n c u b a t e d  w i t h  
l a b e l l e d  g l u t a m a t e  d o  a c c u m u l a t e  l a b e l l e d  GABA.
I n s e c t  ( h o n e y b e e )  b r a i n  w as  s h o w n  by  F r o n t a l i  
(1964  ) t o  p o s s e s s  GABA i n  2 - 3 - f o l d  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  
t h a n  m a m m a l i a n  b r a i n ,  a n d  B a x t e r  & T o r r a l b a  (19 75 )  h a v e  
m e a s u r e d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  GABA i n  t h e  m e t a t h o r a c i c  
g a n g l i a  ( 1 2 . 8  n m o l / g  d r y  w e i g h t )  a n d  a b d o m i n a l  g a n g l i a  
( 1 1 . 2  p m o l / g  d r y  w e i g h t )  o f  t h e  c o c k r o a c h .  F u r t h e r  d a t a
f o r  t h e  GABA c o n t e n t  o f  i n s e c t  a n d  c r u s t a c e a n  n e r v o u s  
t i s s u e  a r e  c o m p a r e d  w i t h  p a r a l l e l  d a t a  f o r  m a m m a l i a n  
t i s s u e s  i n  T a b l e  2. C l e a r l y  t h e r e  i s  a  l o t  o f  e v i d e n c e ,  
i n  a r t h r o p o d s  a t  l e a s t ,  t h a t  GABA i s  p r e s e n t  i n  n e r v o u s  
t i s s u e s  i n  s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s ,  c o m p a r a b l e  w i t h  
m a m m a l i a n  n e r v o u s  t i s s u e s ,  c o n c o r d a n t  w i t h  i t s  r o l e  a s  a  
n e u r o t r a n s m i t t e r .
1 . 5 . 2 /  S y n t h e s i s  a n d  m e t a b o l i s m  o f  GABA
I n  t h e  19 6 0 s  K r a v i t z  a n d  c o l l e a g u e s ,  u s i n g  
e x t r a c t s  f r o m  t h e  l o b s t e r ,  f o u n d  t h a t  t h e  m e t a b o l i c  
p a t h w a y  f o r  t h e  s y n t h e s i s  a n d  m e t a b o l i s m  o f  GABA i n  t h e  
c r u s t a c e a n  n e r v o u s  s y s t e m  w a s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  
t h e  m a m m a l i a n  n e r v o u s  s y s t e m  ( K r a v i t z ,  19 6 7 ) .  GABA i s  
p r o d u c e d  b y  t h e  d e c a r b o x y l a t i o n  o f  g l u t a m a t e ,  w i t h  t h e  
c o n c o m i t a n t  p r o d u c t i o n  o f  CC^, by  t h e  e n z y m e  GAD 
( L - g l u t a m a t e  1 - c a r b o x y - l y a s e ,  EC 4 . 1 . 1 . 1 5 ) .
M e t a b o l i s m  o f  GABA i s  a c h i e v e d  b y  i t s  
t r a n s a m i n a t i o n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  2 - o x o g l u t a r a t e  t o  g i v e  
s u c c i n i c  s e m i a l d e h y d e  (SSA ) a n d  g l u t a m a t e ,  by  t h e  e n zy m e  
GABA-T ( 4 - a m i n o b u t y r a t e - 2 - o x o g l u t a r a t e  t r a n s a m i n a s e ,  EC 
2 . 6 . 1 . 1 9 ) .  The r e s u l t i n g  SSA i s  t h e n  o x i d i s e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  NAD+ by  SSA d e h y d r o g e n a s e  t o  g i v e  s u c c i n a t e .
T h i s  m e t a b o l i c  p a t h w a y  o f  GABA i n  n e r v o u s  
t i s s u e s  i s  s u m m a r i z e d  i n  F i g .  2 .  B o t h  GAD a n d  GABA-T h a v e  
b e e n  p u r i f i e d  f r c m  v a r i o u s  v e r t e b r a t e  s o u r c e s .  H o w e v e r  
i n  t h e  i n v e r t e b r a t e s ,  s i n c e  t h e  e a r l y  s t u d i e s  i n
T a b l e  2 C o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA i n  t h e  
n e r v o u s  t i s s u e s  o f  d i f f e r e n t  s p e c i e s .
The  d a t a  f o r  GABA c o n c e n t r a t i o n  a r e  
e x p r e s s e d  a s  p m o l / g  w e t  w e i g h t .  The d i f f e r e n t  
m e t h o d s  e m p l o y e d  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  GABA 
c o n c e n t r a t i o n  a r e  s u m m a r i z e d  b e l o w :
F r o n t a l i , (19  64 ) -  S p i n c o  a m i n o  a c i d  
a n a l y s e r .
R a y ,  (19  64 ) ;  T a l l a n ,  (19 62 ) -  N i n h y d r i n  
t r e a t m e n t  Of t w o - d i m e n s i o n a l  c h r o m a  t o g  r a m s . 
A p r i s o n  e t  a l . ,  (19 7 3 ) -  M e a s u r e m e n t  o f  
D N P - a m i n o  a c i d  e s t e r s  by  GLC.
B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  ( 1 9 8 5 ) -  GABAse 
d i g e s t i o n  a n d  m e a s u r e m e n t  o f  NADPH+ .
S p e c i e s T i s s u e GABA R e f e r e n c e
H o n e y b e e
C o c k r o a c h
R a t
R a b b i t
Hen
L o b s t e r
L o c u s t
F i s h
M o u s e
B r a i  n
T h o r a c i c  & 
a b d o m i n a l  g a n g l i a
B r a i  n 
B r a i  n 
B r a i  n
G a n g l i a
A x o n a l  c o n n e c t i v e s
C e r e b r a l  g a n g l i a  
O p t i c  l o b e s  
T h o r a c i c  g a n g l i a  
A b d o m i n a l  g a n g l i a
T e l e n c e p h a l o n  
T e c t u m  o p t i c u m  
C e r e b e l l u m
C o r t e x
C e r e b e l l u m
C o n e .
1 0 . 9
2 . 5
2- 6 . 1
2 . 7  
2 . 7 - 6
0 . 9 5 - 3 .
0 . 9 1 - 2 .
2 1 . 5
1 3 . 1  
1 0 . 7
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F i g . 2 M e t a b o l i c  p a th w ay  o f  GABA i n  m am m alian  
n e r v o u s  t i s s u e .
l o b s t e r ,  t h e r e  h a s  o n l y  b e e n  a  l i m i t e d  a m o u n t  o f  w o r k  o n  
GABA-T a n d  m a r g i n a l l y  m o r e  on  GAD, l a r g e l y  i n  i n s e c t  
t i s s u e s .  R e c e n t l y  t h o u g h  b o t h  e n z y m e s  h a v e  b e e n  p u r i f i e d  
f r o m  i n s e c t  n e r v o u s  t i s s u e .
1 . 5 . 2 . 1 )  THE SYNTHESIS OF GABA
F r o n t a l i  (19  6 1 )  d e t e c t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  GAD
i n  i n s e c t  n e r v o u s  t i s s u e  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h i s
- 4e n z y m e  r e q u i r e d  p y r i d o x a l  p h o s p h a t e  (P L P ,  4 x 10 
1 0 ~ 3 M) f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e  t h e  i n s e c t  GAD 
e x h i b i t e d  tw o  pH o p t i m a  o f  7 . 2  a n d  8 . 0 .  G l u t a m a t e  h a s  
a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  c o n v e r t e d  t o  GABA i n  t h e  CNS o f  
l o c u s t  ( B r a d f o r d  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  S u g d e n  & N e w s h o l m e ,
19 7 7 ) ,  t h e  m o t h ,  M andu c a  s e x t a  ( M a x w e l l  e t  a l . ,  19 78)  
a n d  c o c k r o a c h  t h o r a c i c  g a n g l i o n  ( H u g g i n s  e t  a l . ,  1967 ) .  
W o r k i n g  w i t h  e x t r a c t s  o f  l o b s t e r ,  M o l i n o f f  & K r a v i t z  
( 1 9 6 8 )  o b t a i n e d  GAD a c t i v i t y  w i t h  a  s i n g l e  pH o p t i m u m  o f  
8 . 0 ;  p o t a s s i u m  i o n s  a n d  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a r e  e s s e n t i a l  
f o r  t h e  e n z y m e ' s  a c t i v i t y  a n d  i t  i s  c o m p e t i t i v e l y  
i n h i b i t e d  b y  GABA, i m p l y i n g  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  GAD i n  
r e g u l a t i n g  GABA l e v e l s .  F u r t h e r m o r e ,  GAD a c t i v i t y  w as  
f o u n d  t o  b e  1 0 0 - f o l d  h i g h e r  i n  i n h i b i t o r y  t h a n  i n  
e x c i t a t o r y  l o b s t e r  a x o n s  ( K r a v i t z  e t  a l . ,  19 6 5 ) .  
G l u t a m a t e  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  b e  c o n v e r t e d  t o  GABA i n  
t h e  n e u r o n a l  s o m a t a  o f  t h e  l o b s t e r  ( O t s u k a  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  
P o t t e r ,  19 6 8 )  a n d  t h e  v e n t r a l  n e r v e  p h o t o r e c e p t o r s  o f  
t h e  h o r s e s h o e  c r a b  ( B a t t e l l e  e t  a l . ,  19 79 ) .  The  e n z y m e  
h a s  b e e n  p u r i f i e d  f r o m  a  n u m b e r  o f  m a m m a l i a n  s o u r c e s .  Wu
e t  a l . (19 73 ) r e p o r t e d  t h e  m o u s e  b r a i n  en zy m e  t o  h a v e  a n
o f  8 5 k ,  w h e r e a s  human b r a i n  GAD h a s  a n  o f  1 4 0 k
( B l i n d e r m a n  e t  a l . ,  19 7 8 ) .  B o t h  e n z y m e s  a r e  t h o u g h t  t o
b e  d i m e r i c .  I n  c o n t r a s t ,  t h e  c a t f i s h  b r a i n  e n z y m e ,  w h i l e
h a v i n g  a n  Mr o f  9 0 k ,  m ay  b e  t e t r a m e r i c  ( S u  e t  a l . ,  19 79 ) .
A n u m b e r  o f  s t u d i e s  h a v e  b e e n  m a d e  o f  GAD i n  c r u d e
e x t r a c t s  o f  i n v e r t e b r a t e  n e r v o u s  t i s s u e ,  i n c l u d i n g
Dro s o p h i l a  l a r v a l  b r a i n  ( C h e n  & W i d n e r ,  1 9 6 9 ) ,  h o n e y b e e
b r a i n  (F o x  & L a r s e n ,  19 7 2 ) ,  c o c k r o a c h  m e t a t h o r a c i c
g a n g l i o n  ( B a x t e r  & T o r r a l b a ,  19 75)  a n d  c r a y f i s h  b r a i n
(Wu e t  a l . ,  19 7 6 ) .  T h e  e n z y m e  h a s  b e e n  p a r t i a l l y
p u r i f i e d  f r o m  h o u s e f l y  ( C h u d e  e t  a l . , 1 9  79 ) ,  a n d  v e r y
r e c e n t l y  GAD h a s  b e e n  p u r i f i e d  7 0 0 - f o l d  f r o m  l o c u s t
b r a i n  b y  a  F a s t  P r o t e i n  L i q u i d  C h r o m a t o g r a p h y  m e t h o d
( S t a p l e t o n ,  1 9 8 6 ) .  T h e  n a t i v e  e n zy m e  h a s  a n  o f  97k  a s
e s t i m a t e d  b y  g r a d i e n t  PAGE. U n d e r  d e n a t u r i n g
e l e c t r o p h o r e t i c  c o n d i t i o n s  l o c u s t  b r a i n  GAD c o n s i s t e d  o f
t w o  s u b u n i t s  o f  44k  a n d  5 1 k  a n d  t h e r e f o r e  a p p e a r s  t o
b e  d i m e r i c  a s  d e s c r i b e d  f o r  t h e  v e r t e b r a t e  e n z y m e .  T h e
t w o - d i m e n s i o n a l  t r y p t i c  m a p p i n g  o f  t h e s e  s u b u n i t s  s h o w e d
a  c o n s i d e r a b l e  d e g r e e  o f  h o m o l o g y  b e t w e e n  t h e  r e s p e c t i v e
s e p a r a t e d  p e p t i d e s .  F u r t h e r m o r e  t h i s  e n z y m e  h a s  b e e n
u s e d  t o  r a i s e  a n t i b o d i e s  f o r  m a p p i n g  i n v e r t e b r a t e
n e u r o n e s  f o r  GAD a c t i v i t y  ( S t a p l e t o n ,  1 9 8 6 ) . U n t i l
p u r i f i e d  by  S t a p l e t o n  ( 1 9 8 6 ) ,  i n v e r t e b r a t e  GAD
c o n s i s t e n t l y  e x h i b i t e d  a  l o w e r  a f f i n i t y  f o r  g l u t a m a t e
t h a n  p u r i f i e d  v e r t e b r a t e  GAD . S u c h  d i f f e r e n c e s  i n  K 
*  M
m ay b e  a  f u n c t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  p u r i t i e s  o f  t h e  
p r e p a r a t i o n s ,  s u c h  t h a t  c r u d e
p r e p a r a t i o n s  c o n t a i n  e n z y m e s  o t h e r  t h a n  GAD w h i c h  
c o m p e t e  f o r  g l u t a m a t e ,  t h o u g h  t h e  a f f i n i t y  o f  GAD f o r  
g l u t a m a t e  was  d e c r e a s e d  r a t h e r  t h a n  i n c r e a s e d  on  p a r t i a l  
p u r i f i c a t i o n  f r o m  m o u s e  b r a i n  ( S u s z  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  
h o w e v e r ,  t h o u g h  b o t h  i n s e c t  a n d  c r u s t a c e a n  GAD h a v e ,  i f  
a n y t h i n g ,  a  l o w e r  a f f i n i t y  f o r  g l u t a m a t e  t h a n  t h e  
m a m m a l i a n  e n z y m e ,  i n s e c t  n e r v o u s  t i s s u e s  h a v e  a  h i g h e r  
a c t i v i t y  o f  GAD ( ~ 1 0 - f o l d )  t h a n  e i t h e r  c r u s t a c e a n  o r  
v e r t e b r a t e  CNS ( B a x t e r  & T o r r a l b a ,  1 9 7 5 ) .
A f u r t h e r  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i n s e c t ,  
c r u s t a c e a n  a n d  v e r t e b r a t e  GAD i s  t h e  e f f e c t s  o f  
p o t a s s i u m  a n d  c h l o r i d e  i o n s  on  GAD a c t i v i t y .  B o t h  i n s e c t  
GAD ( B a x t e r  & T o r r a l b a ,  19 7 5 ;  B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 6 )  
a n d  m a m m a l i a n  GAD ( S u s z  e t  a l . ,  19 6 6 ;  B l i n d e r m a n  e t  a l . ,  
19 78 ) a r e  i n h i b i t e d  b y  c h l o r i d e  i o n s  w h e r e a s  t h e  l o b s t e r  
e n z y m e  i s  n o t  ( M o l i n o f f  & K r a v i t z ,  19 6 8 ) .  B a x t e r  & 
T o r r a l b a  (19 75) h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  c h l o r i d e  i o n  
i n h i b i t i o n  o f  GAD h a s  e v o l v e d  o n l y  i n  t e r r e s t i a l  s p e c i e s  
w h i c h  w e r e  n o t  f a c e d ,  l i k e  t h e  l o b s t e r ,  w i t h  a  h i g h  
c h l o r i d e  i o n  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e i r  e n v i r o n m e n t .  
C o n v e r s e l y  i n s e c t  GAD i s  s i m i l a r  t o  l o b s t e r  a n d  c r a y f i s h  
GAD i n  b e i n g  s t i m u l a t e d  b y  p o t a s s i u m  i o n s  ( B a x t e r  & 
T o r r a l b a ,  19 7 5 ;  C h u d e  e t  a l . ,  19 79 ; B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  
1 9 8 6 ;  S t a p l e t o n ,  1 9 8 6 ;  M o l i n o f f  & K r a v i t z ,  19 68 ;  Wu e t  
a l . ,  19 7 6 ) .  T h i s  e f f e c t  h a s  n o t  b e e n  r e p o r t e d  f o r  
v e r t e b r a t e  GAD.
GAD i s  t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  l i m i t i n g  t h e  
r a t e  o f  GABA m e t a b o l i s m  a n d  t h e r e f o r e  t o  b e  i m p o r t a n t  i n
t h e  c o n t r o l  o f  t i s s u e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA. A 
r e f i n e m e n t  o f  t h i s  c o n t r o l  i s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  
f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  o f  GAD b y  GABA, s i n c e  c o m p e t i t i v e  
i n h i b i t i o n  o f  GAD b y  GABA h a s  b e e n  r e p o r t e d  i n  h o n e y b e e  
( F o x  & L a r s e n ,  19 7 2 ) ,  c o c k r o a c h  ( B a x t e r  & T o r r a l b a ,  
1 9 7 5 ) ,  l o c u s t  ( B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 6 ) ,  l o b s t e r  
( M o l i n o f f  & K r a v i t z ,  19 68 )  a n d  c r a y f i s h  (Wu e t  a l . ,
19 7 6 ) .  B a x t e r  & T o r r a l b a  (19  75)  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  
f e e d b a c k  i n h i b i t i o n  i s  a  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  a r t h r o p o d  
GAD w h i c h  i s  n o t  s h a r e d  by  t h e  v e r t e b r a t e  e n z y m e .
H o w e v e r  hum an  b r a i n  GAD i s  w e a k l y  i n h i b i t e d  b y  GABA (K^ = 
10 mM, B l i n d e r m a n  e t  a l . ,  19 7 8 ) .  I t  i s  p r o b a b l e  
t h e r e f o r e  t h a t  i n  v i v o , i n s e c t s  a r e  c a p a b l e  o f  GABA 
i n h i b i t i o n  o f  GAD, b u t  w h e t h e r  o r  n o t  t h i s  e f f e c t  i s  
e x c l u s i v e  t o  t h e  a r t h r o p o d  e n z y m e  i s  u n c l e a r .
A f u r t h e r  m e a n s  o f  s t u d y i n g  t h e  s i m i l a r i t i e s  
b e t w e e n  e n z y m e s  f r o m  d i f f e r e n t  s p e c i e s  i s  by  t h e  u s e  o f  
a n t i b o d i e s .  Su e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
a n t i b o d i e s  r a i s e d  i n  r a b b i t  a g a i n s t  c a t f i s h  GAD 
c r o s s r e a c t  w i t h  g o l d f i s h ,  t u r t l e ,  c h i c k  a n d  f r o g  GAD, 
b u t  n o t  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  e n z y m e .  T h e s e  a n t i b o d i e s  a l s o  
i n h i b i t  t h e  GAD a c t i v i t y  o f  D r o s o p h i l a  a n d  c r a y f i s h  ( a s  
w e l l  a s  f r o g ,  c h i c k  a n d  g o l d f i s h )  s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  
GAD e n z y m e s  o f  i n v e r t e b r a t e s  a n d  l o w e r  v e r t e b r a t e s  a r e  
c l o s e l y  r e l a t e d  t o  e a c h  o t h e r  b u t  n o t  t o  t h e  m a m m a l i a n  
e n z y m e .  I n  a g r e e m e n t  w i t h  t h i s  B r e e r  & H e i l g e n b e r g  
( 1 9 8 6 )  h a v e  o b s e r v e d  l o w  c r o s s r e a c t i v i t y  b e t w e e n  
a n t i s e r a  a g a i n s t  r a t  GAD a n d  t h e  l o c u s t  e n z y m e ,  a l t h o u g h
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t h e y  a l s o  o b s e r v e d  s t r o n g  c r o s s r e a c t i v i t y  o f  t h e  
a n t i s e r a  a g a i n s t  r a t  GAD w i t h  t r o u t  GAD, w h i c h  a r g u e s  
f o r  a  c l o s e r  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  t h e  GAD e n z y m e s  o f  
h i g h e r  a n d  l o w e r  v e r t e b r a t e s  t h a n  p o s t u l a t e d  b y  S u  e t  
a l .  ( 1 9 8 3 ) .
I n  s u m m a ry  t h e r e  i s  a m p l e  e v i d e n c e ,  i n  i n s e c t s  
a n d  c r u s t a c e a n s  a t  l e a s t ,  t h a t  i n v e r t e b r a t e s  p o s s e s s  GAD 
a c t i v i t y  i n  t h e i r  n e r v o u s  t i s s u e s  w h i c h  h a s  o v e r a l l  
s i m i l a r i t i e s  w i t h  t h e  we 1 1 - c h a r a c t e r i z e d  m a m m a l i a n  
e n z y m e .  H o w e v e r  d i f f e r e n c e s  may e x i s t  b e t w e e n  i n s e c t ,  
c r u s t a c e a n  a n d  v e r t e b r a t e  GAD e n z y m e s  w i t h  r e s p e c t  t o  
t h e  i n h i b i t o r y  c o n t r o l  o f  t h e  e n z y m e  a n d  t h e  a f f i n i t y  o f
t h e  e n z y m e  f o r  i t s  s u b s t r a t e .  T h o u g h  GAD i s  i m p o r t a n t  i n
t h e  c o n t r o l  o f  GABA c o n c e n t r a t i o n  i n  a l l  t h e s e  t i s s u e s ,
t h e  f i n e  t u n i n g  o f  t h e  s y s t e m  p r o b a b l y  d i f f e r s ,  n o t  o n l y
b e t w e e n  v e r t e b r a t e s  a n d  i n v e r t e b r a t e s ,  b u t  a l s o  b e t w e e n  
d i f f e r e n t  i n v e r t e b r a t e  c l a s s e s . F o r  a  m o r e  d e t a i l e d  
r e v i e w  o f  t h i s  f i e l d ,  s e e  R o b i n s o n  & O l s e n  ( 1 9 8 7 ) .
1 . 5 . 2 . 2 )  THE METABOLISM OF GABA
I n  1967  H a l l  & K r a v i t z  ( 1 9 6 7 a )  d e m o n s t r a t e d  
GABA-T i n  e x t r a c t s  o f  l o b s t e r  CNS. The  e n z y m e  i s  s i m i l a r  
t o  o t h e r  t r a n s a m i n a s e s ;  i t  i s  s t i m u l a t e d  b y  p y r i d o x a l  
p h o s p h a t e  (P L P )  a n d  i n h i b i t e d  by  c a r b o n y l  r e a g e n t s  s u c h  
a s  h y d r o x y l a m i n e  a s  w e l l  a s  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  i t s  
s u b s t r a t e s ,  GABA a n d  2 - o x o g l u t a r a t e . A m i n o o x y a c e t i c  a c i d  
i s  t h e  m o s t  p o t e n t  i n h i b i t o r .  The  k i n e t i c  p r o p e r t i e s  o f
t h e  en z y m e  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a  s u b s t i t u t e d  enzym e  
m e c h a n i s m  i n  w h i c h  t h e  p r o d u c t  o f  t h e  f i r s t  s u b s t r a t e  
m u s t  l e a v e  t h e  e n z y m e  b e f o r e  t h e  s e c o n d  s u b s t r a t e  c a n  
b i n d .  O t h e r  a m i n o  a c i d s  s u c h  a s  ^ - a l a n i n e  a n d  ^ - a m i n o  
v a l e r i c  a c i d  c a n  a c t  a s  s u b s t r a t e s  f o r  t h e  e n z y m e ,  b u t  
a r e  n o t  a s  g o o d  a s  GABA.
The same w o r k e r s  a l s o  c h a r a c t e r i z e d  t h e  
l o b s t e r  SSADH e n z y m e .  I t  h a s  a n  a l k a l i n e  pH o p t i m u m  o f  
“ 9 ,  r e q u i r e s  NAD+ ( t h o u g h  NADP+ w i l l  a l s o  s e r v e  a s  
c o f a c t o r ) ,  a n d  a l s o  c o n t a i n s  a n  a c t i v e  t h i o l  g r o u p  
( 2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  d i t h i o t h r e i t o l  a c t i v a t e  t h e  
e n z y m e  e q u a l l y ) . I n  t h e s e  r e s p e c t s  t h e  l o b s t e r  SSADH i s  
s i m i l a r  t o  t h e  m a m m a l i a n  b r a i n  e n z y m e ,  b u t  i t  d i f f e r s  i n  
b e i n g  i n h i b i t e d  by  s o d i u m  c h l o r i d e  ( H a l l  & K r a v i t z ,
19 6 7 b ) .  B o t h  GABA-T a n d  SSADH h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  
h o n e y b e e  b r a i n  e x t r a c t s  (F o x  & L a r s e n ,  19 72)  a n d  GABA-T 
h a s  a l s o  b e e n  m e a s u r e d  i n  l o c u s t  a n d  c o c k r o a c h  CNS 
( S u g d e n  & N e w s h o l m e ,  1 9 7 7 ) .
GABA-T p u r i f i e d  f r o m  m o u s e  b r a i n  i s  t h o u g h t  t o
b e  d i m e r i c ,  h a v i n g  a n  o f  1 0 9 k ,  a n d  h a s  a  pH o p t i m u m
o f  8 . 0 5  ( S c h o u s b o e  e t  a l . ,  19 7 3 ) .  The  M i c h a e l i s
c o n s t a n t s  f o r  GABA a n d  2 - o x o g l u t a r a t e  a r e  1 . 1  mM a n d
0 . 2 5  mM r e s p e c t i v e l y  a n d  t h e  a u t h o r s  p o s t u l a t e  t h e r e f o r e
t h a t  t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  _in v i v o  i s  p r o b a b l y  n o t
r e g u l a t e d  b y  GABA c o n c e n t r a t i o n ,  b u t  t h a t  2 - o x o g l u t a r a t e
may b e  i m p o r t a n t  b e c a u s e  i t s  c o n c e n t r a t i o n  i s  l o w e r  t h a n
i t s  K . The  m o u s e  en zy m e  h a s  a  w i d e  a m i n o  a c i d  s u b s t r a t e  m
s p e c i f i c i t y  b u t  n a r r o w  k e t o a c i d  s u b s t r a t e
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s p e c i f i t y .  Of a r a n g e  o f  k e t o  a c i d s  t e s t e d  o n l y  
2 - o x o g l u t a r a t e  s e r v e d  a s  a n  a m i n o  g r o u p  a c c e p t o r ,  b u t  
s e v e r a l  a m i n o  a c i d s  w e r e  c a p a b l e  o f  b e i n g  d o n o r s .  The  
d o n o r  n e e d s  t o  b e  a  n e u t r a l  C d - a m i n o c a r b o x y l i c  a c i d  w i t h  
t h e  tw o  f u n c t i o n a l  g r o u p s  s e p a r a t e d  by  b e t w e e n  tw o  a n d  
f o u r  c a r b o n  a t o m s .
M o re  r e c e n t l y  GABA-T h a s  b e e n  s t u d i e d  i n  t h e  
p a r a s i t i c  worm,  Ni p p o s t r o n g y l u s  b r a s i l i e n s i s  ( W a t t s  & 
A t k i n s ,  1 9 8 4 ) .  The  e n z y m e  a c t i v i t y  a n d  Km v a l u e s  (GABA, 
0 . 3 3  mM; 2 - o x o g l u t a r a t e ,  0 . 5 7  mM) a r e  c o m p a r a b l e  w i t h  
t h e  m a m m a l i a n  e n z y m e .  G l u t a m a t e  i n h i b i t s  t h e  e n z y m e  (K ^ ,  
0 . 3 5  mM) a n d ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  p u r i f i e d  m o u s e  
GABA-T, o n l y  2 - o x o g l u t a r a t e  a c t e d  a s  a n  a m i n o  g r o u p  
a c c e p t o r  w h i l e  a  n a r r o w  r a n g e  o f  a m i n o  a c i d s  w e r e  a b l e  
t o  s e r v e  a s  d o n o r s .  An u n u s u a l  f e a t u r e  o f  t h e  worm 
e n z y m e  i s  t h a t  i n  a  p a r a l l e l  i s o e l e c t r i c  a n d  
c h r o m a t o g r a p h i c  s t u d y  w i t h  GABA-T f r o m  r a t  b r a i n ,  w h i l e  
t h e  r o d e n t  e n z y m e  e x i b i t e d  a  p i  o f  5 . 4 ,  i n  a g r e e m e n t  
w i t h  o t h e r  w o r k e r s ,  t h e  p a r a s i t e  e n z y m e  h a s  a  p i  o f  
1 0 . 5 ,  i m p l y i n g  t h a t  GABA-T f r o m  t h e  n e m a t o d e  h a s  a  q u i t e  
d i f f e r e n t  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  f r o m  t h a t  o f  t h e  e n z y m e  
f r o m  m a m m a l i a n  b r a i n .
GABA-T h a s  b e e n  d e t e c t e d  i n  l o c u s t  h e a d  a n d  
t h o r a c i c  g a n g l i a  ( B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 5 ) .  M ore  
r e c e n t l y  t h e  e n z y m e  h a s  b e e n  p u r i f i e d  i n  p a r a l l e l  f r o m  
b o t h  s h e e p  b r a i n  a n d  w h o l e  l o c u s t  h e a d s  ( J e f f e r y ,  
p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . B o t h  t h e  l o c u s t  a n d  s h e e p  
e n z y m e s  a p p e a r e d  a s  s i n g l e  p r o t e i n s  o f  i d e n t i c a l  s i z e  on
n a t i v e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( P A G E ) ;  t h e  
Mr s  o f  b o t h  n a t i v e  e n z y m e s  w e r e  9 7 k  b y  g e l  p e r m e a t i o n  
c h r c m a t o g r a p h y .  I n  SDS-PAGE b o t h  e n z y m e s  m i g r a t e d  a s  a  
s i n g l e  s p e c i e s  o f  Mr  5 0 k ,  a n d  a r e  t h e r e f o r e  t h o u g h t  t o  
b e  d i m e r i c ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  o t h e r  s t u d i e s  o n  m a m m a l i a n  
GABA-T ( S c h o u s b o e  e t  a l . ,  1 9 7 3 ;  J o h n  & F o w l e r ,  1 9 7 6 ) .  
H o w e v e r ,  w h e n  a  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a g a i n s t  r a b b i t  b r a i n  
GABA-T w a s  u s e d  i n  i m m u n o b l o t t i n g  s t u d i e s ,  p u r i f i e d  
r a b b i t  GABA-T s h o w e d  a  s i n g l e  b a n d  o f  Mf  52k  w h i l e  
u n f r a c t i o n a t e d  r a b b i t  b r a i n  s u p e r n a t a n t  s h o w e d  a  s i n g l e  
b a n d  o f  58k  ( E d w a r d s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e  w o r k e r s  
s u g g e s t  t h e r e f o r e  t h a t  t h e  l e n g t h y  p u r i f i c a t i o n  
p r o c e d u r e  m a y  r e s u l t  i n  l i m i t e d  p r o t e o l y s i s  o f  t h e  
e n z y m e  a n d  b y  a n a l o g y  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  a u t h e n t i c  
i n s e c t  GABA-T m ay  h a v e  a  m a r g i n a l l y  l a r g e r  s u b u n i t  s i z e  
t h a n  r e p o r t e d  b y  J e f f e r y  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .
I n  t h e  p a r a l l e l  s t u d y  o f  J e f f e r y  ( p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) , GABA-T f r o m  l o c u s t  h a s  a  pH o p t i m u m  o f
8 . 3  a n d  t h e  Km v a l u e s  f o r  GABA a n d  2 - o x o g l u t a r a t e  a r e  
c o m p a r a b l e  f o r  t h e  l o c u s t  ( 0 . 8  mM a n d  0 . 2 7  mM 
r e s p e c t i v e l y )  a n d  s h e e p  ( 1 . 6 8  mM a n d  0 . 2 2  mM) e n z y m e s .  
A l s o  f o r  b o t h  e n z y m e s  2 - o x o g l u t a r a t e  i s  t h e  o n l y  
e f f e c t i v e  a m i n o  g r o u p  a c c e p t o r ,  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  
GABA-T f r o m  o t h e r  s o u r c e s .  F u r t h e r m o r e  g a b a c u l l i n e  i s  a  
p o t e n t  s u i c i d e  s u b s t r a t e  ( K ^ l - 2  pM) f o r  GABA-T f r o m  b o t h  
s h e e p  a n d  l o c u s t .  H o w e v e r  t h e  e n z y m e s  h a v e  d i f f e r e n t  
i s o e l e c t r i c  p o i n t s  ( l o c u s t ,  6 . 6 5 ;  s h e e p ,  5 . 5 0 )  a n d  
a n t i b o d i e s  r a i s e d  i n  r a b b i t  a g a i n s t  s h e e p  GABA-T s h o w  no
c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  t h e  l o c u s t  e n z y m e  i n  s e v e r a l  
d i f f e r e n t  i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s .  N one  o f  t h e s e  
a n t i b o d i e s  i n t e r a c t  w i t h  t h e  a c t i v e  s i t e  o f  t h e  e n z y m e  
t h o u g h .  T h e r e f o r e ,  i t  s e e m s  p o s s i b l e  t h a t  t h e  GABA-T 
e n z y m e s  f r a n  i n s e c t  a n d  m a m m a l i a n  CNS h a v e  a  v e r y  
s i m i l a r  o v e r a l l  s i z e  a n d  a c t i v e  s i t e s ,  b u t  t h a t  t h e  
a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  e n z y m e s  d i f f e r s ,  t h o u g h  
t h i s  s u g g e s t i o n  a w a i t s  t h e  d e f i n i t i v e  e v i d e n c e  o f  a m i n o  
a c i d  a n a l y s e s  o f  t h e  e n z y m e s .
W i t h i n  t h e  i n v e r t e b r a t e s  t h e r e  i s  now v e r y  
g o o d  e v i d e n c e  t h a t  i n s e c t s ,  c r u s t a c e a n s  a n d  n e m a t o d e s  
p o s s e s s  t h e  e n z y m i c  m a c h i n e r y  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  
GABA. F u r t h e r m o r e ,  t h e  m a j o r  m e t a b o l i c  e n z y m e ,  GABA-T, 
a p p e a r s  v e r y  s i m i l a r  i n  s i z e ,  s u b u n i t  c o m p o s i t i o n ,  a n d  
c a t a l y t i c  c h a r a c t e r i s t i c s  i n  b o t h  i n v e r t e b r a t e  a n d  
v e r t e b r a t e  CNS, t h o u g h  m a j o r  d i f f e r e n c e s  may e x i s t  i n  
t h e  a m i n o  a c i d  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  e n z y m e  f r o m  d i f f e r e n t  
s p e c i e s .
1 . 5 . 3 /  S t u d i e s  o n GABA u p t a k e
O n c e  GABA h a s  b e e n  r e l e a s e d  f r o m  t h e  n e r v e  
t e r m i n a l  a n d  i n t e r a c t e d  w i t h  i t s  p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r  
i t  i s  n e c e s s a r y  t h a t  t h e  r e s u l t i n g  s i g n a l  i s  t h e n  
t e r m i n a t e d .  T h o u g h  n e r v o u s  t i s s u e s  a r e  know n  t o  c o n t a i n  
t h e  e n z y m e s  n e c e s s a r y  f o r  t h e  m e t a b o l i s m  o f  GABA, i t  i s  
t h o u g h t  t h a t  GABA-T i s  n o t  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
r e m o v a l  o f  GABA f r o m  t h e  s y n a p t i c  c l e f t .  S i n c e  i t  
r e q u i r e s  2 - o x o g l u t a r a t e  a s  a  s u b s t r a t e ,  GABA-T i s
u n l i k e l y  t o  b e  l o c a t e d  o u t s i d e  t h e  n e r v e  e n d i n g s ,  a n d  
f u r t h e r m o r e  GABA-T i n h i b i t o r s  d o  n o t  h a v e  a n y  p r o l o n g i n g  
e f f e c t  on n e u r o m u s c u l a r  t r a n s m i s s i o n  i n  t h e  l o b s t e r  
( H a l l  & K r a v i t z ,  1 9 6 7 a ) .  I n s t e a d  GABA i s  t h o u g h t  t o  b e  
r e m o v e d  f r o m  t h e  s y n a p s e  by  n e u r o n a l  a n d  g l i a l  u p t a k e .
One  o f  t h e  f i r s t  d e m o n s t r a t i o n s  o f  s u c h  u p t a k e  
w a s  i n  a n  i n v e r t e b r a t e  n e r v e - m u s c l e  p r e p a r a t i o n .  I v e r s e n  
& K r a v i t z  ( 1 9 6 6 ,  1 9 6 8 )  f o u n d  t h a t  on  i n c u b a t i n g  t h e  
v e n t r a l  s u p e r f i c i a l  a b d o m i n a l  m u s c l e s  o f  t h e  l o b s t e r  i n
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20 nM [ H]GABA, t h e  p r e p a r a t i o n  a c c u m u l a t e d  f o u r  t o  f i v e
t i m e s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  m e d i u m ,
a n d  t h a t  90% o f  t h i s  was  s t i l l  i n  t h e  f o r m  o f  GABA. T h i s
-  6u p t a k e  w as  s o d i u m - d e p e n d e n t ,  e x h i b i t e d  a  K^ o f  6 x 10 
M, a n d  w as  i n h i b i t e d  by  j i - g u a n i d i n o p r o p i o n i c  a c i d ,
J - h y d  r o x y  GABA, d e s i p r a m i n e  a n d  c h l o r p r c m a z i n e  ( a l l  a t
_ 3
10 M ) . F u r t h e r m o r e  t h e s e  w o r k e r s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  
GABA c o u l d  b e  r e l e a s e d  by  s t i m u l a t i o n  o f  a  s i n g l e  
i n h i b i t o r y  a x o n  i n n e r v a t i n g  l o b s t e r  m u s c l e  ( K r a v i t z  e t  
a l . ,  1 9 6 8 ) .  M ore  r e c e n t l y  C r a e l i u s  & F r i c k e  ( 1 9 8 1 )  h a v e  
s h o w n  t h a t  t h e  i n h i b i t o r y  n e u r o n e s  i n n e r v a t i n g  t h e  
m u s c l e  r e c e p t o r  o r g a n  o f  c r a y f i s h ,  f o l l o w i n g  e x p o s u r e  t o
3
[ H)GABA, w i l l  r e l e a s e  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  r e s p o n s e  t o
l o w  f r e q u e n c y  e l e c t r i c a l  s t i m u l a t i o n ,  i n  a  
2+' Ca - d e p e n d e n t  m a n n e r .  S u b s e q u e n t  t o  t h e  e a r l y  w o r k  o f  
I v e r s e n  & K r a v i z  ( 1 9 6 6 ) ,  I v e r s e n  & N e a l  ( 1 9 6 8 )  
d e m o n s t r a t e d  t h e  a c t i v e  a c c u m u l a t i o n  o f  GABA by s l i c e s  
o f  r a t  c e r e b r a l  c o r t e x ,  a n d  70% o f  [^H]GABA u p t a k e  by  
s l i c e s  a n d  h o m o g e n a t e s  o f  v a r i o u s  b r a i n  r e g i o n s  w a s
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s h e w n  by a u t o r a d i o g r a p h y  t o  be l o c a l i z e d  i n  t h e  n e r v e
t e r m i n a l s  ( I v e r s e n  & B l o o m ,  1 9 7 2 ) .  S o d i u m - d e p e n d e n t  (ABA
u p t a k e  w a s  a l s o  d e m o n s t r a t e d  i n  s y n a p t o s o m e s  f r o m  m o u s e
b r a i n  ( K u r i y a m a  e t  a l . , 1 9 6 9 )  a n d  r a t  b r a i n  ( M a r t i n  & S m i t h ,
1 9 7 2 ) .  I n d e e d  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  m a m m a l i a n  s y n a p t o s o m e s
o p e n e d  t h e  d o o r s  t o  s e v e r a l  e x t e n s i v e  s t u d i e s  o f  (ABA u p t a k e
s u c h  t h a t  i t  b e c a m e  w i d e l y  a c c e p t e d  t h a t  n e u r o n e s  ( a n d  g l i a l
c e l l s ,  s e e  Enna & S n y d e r ,  1 9 7 5  ; De F e u d i s ,  1 9 7 9 )  o f
m a m m a l i a n  CNS a r e  c a p a b l e  o f  (ABA u p t a k e .  S u b s e q u e n t l y  i t
2 +w a s  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  b o t h  Ca - d e p e n d e n t  a n d
2 + +Ca - i n d e p e n d e n t ,  K - e v o k e d  GABA r e l e a s e  f r o m  s y n a p t o s o m e s .
H o w e v e r  t h e r e  i s  s t i l l  c o n t r o v e r s y  a s  t o  w h e t h e r  o r  n o t  
2 +Ca - d e p e n d e n t  r e l e a s e  i s  f r o m  c y t o s o l i c  ( e g .  De B e l l e r o c h e  
& B r a d f o r d ,  1 9 7 7 )  o r  n o n - c y  t o s o l  i c  c o m p a r t m e n t s  ( H a y c o c k  e t  
a l .  , 1 9 7 8 )  .
I t  s h o u l d  be n o t e d  t h a t  i n  t h e  e a r l y  s t u d i e s  i t  
w a s  t h o u g h t  t h a t  (ABA u p t a k e  w a s  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  
t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r e s p o n s e .  H o w e v e r  E c d  e s  & J a e g e r  
( 1 9 5 8 )  h a d  d e m o n s t r a t e d  m a t h e m a t i c a l l y  t h a t  t h e  t i m e  c o u r s e  
o f  d i f f u s i o n  o f  t r a n s m i t t e r  f r o m  t h e  s y n a p t i c  d e f t  w a s  
s u f f i c i e n t l y  r a p i d  t o  a c c o u n t  f o r  t r a n s m i t t e r  i n a c t i v a t i o n .  
E v i d e n c e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  p r o v i d e d  i n  s u p p o r t  o f  t h i s  f o r  
(ABA i n a c t i v a t i o n  i n  c r a y f i s h  s t r e t c h  r e c e p t o r  n e u r o n e s  
( D e i s z  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  B a t h  a p p l i e d  GABA c a u s e s  a  c o n d u c t a n c e  
i n c r e a s e  i n  v o l t a g e - c l a m p e d  n e u r o n e s  w h i c h  i s  e n h a n c e d  i n  
m a g n i t u d e ,  b u t  n o t  i n  i t s  t i m e  c o u r s e ,  by  t h e  u p t a k e  
i r i h i b i  t o r ,
n i p e c o t i c  a c i d .  F u r t h e r m o r e  r a p i d  c o n d u c t a n c e  i n c r e a s e s  
w e r e  o n l y  o b s e r v e d  a t  h i g h  GABA c o n c e n t r a t i o n s ,  l e a d i n g  
t h e  a u t h o r s  t o  p o s t u l a t e  t h a t  t h e  p r o m i n e n t  a c t i o n  o f  
GABA u p t a k e  i s  t o  m a i n t a i n  a  l o w  c l e f t  c o n c e n t r a t i o n  o f  
GAEA r a t h e r  t h a n  t o  t e r m i n a t e  t h e  r e s p o n s e .
F o l l o w i n g  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  GABA u p t a k e  i n  
l o b s t e r  m u s c l e  ( I v e r s e n  & K r a v i t z ,  19 6 6 ,  19 6 8 ) ,  w h i l e  
w o r k  on  m a m m a l i a n  s y n a p t o s o m a l  GABA u p t a k e  a n d  r e l e a s e  
w a s  m a k i n g  r a p i d  p r o g r e s s ,  i n v e r t e b r a t e  i n v e s t i g a t o r s  
h a d  t o  w a i t  f o u r t e e n  y e a r s  b e f o r e  t h e y  h a d  s y n a p t o s o m e s  
a v a i l a b l e  t o  t h e m .  H o w e v e r ,  i t  w a s  p o s s i b l e  t o  m a k e  
a u t o r a d i o g r a p h i c  a n d  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o f  
i n v e r t e b r a t e  [^H]GABA u p t a k e .
F r o n t a l i  & P i e r a n t o n i  (19 73 )  i n c u b a t e d  b r a i n  
s l i c e s  f r o m  t h e  c o c k r o a c h ,  Pe r  i p l a n e t a  a m e r  i c a n a , w i t h
3
[ H]GABA a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  GABA a c c u m u l a t e d  o v e r
c e r t a i n  n e u r o n e s  a n d / o r  t h e i r  p r o c e s s e s  o r  e n d i n g s ,
w h i l e  much l o n g e r  t i m e s  o f  a u t o r a d i o g r a p h  e x p o s u r e  w e r e
r e q u i r e d  t o  d e t e c t  l o w  l e v e l s  o f  g l i a l  u p t a k e .  I n  a n
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d y  o n  t h e  a b d u c t o r  m u s c l e  o f
c r a y f i s h ,  H o r v i t z  a n d  O r k a n d  (19 78 ) r e p o r t e d  a  GABA
u p t a k e  m e c h a n i s m  w h i c h  was  b l o c k e d  by  n i p e c o t i c  a c i d  a n d
L - 2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d .  H o w e v e r  t h i s  m e c h a n i s m  w a s
n o t  Na+ - d e p e n d e n t , w h i c h  t h e  a u t h o r s  a t t r i b u t e  t o  t h e
— 5r e l a t i v e l y  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  (10  M) o f  GABA e m p l o y e d  
i n  t h e  s t u d y .  I n  a  m o r e  r e c e n t  a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d y  
(Hue e t  a l . ,  1 9 8 2 ) ,  t h e  tw o  l a s t  a b d o m i n a l  g a n g l i a  f r o m  
t h e  c o c k r o a c h  w e r e  i n c u b a t e d  i n  a s a l i n e  c o n t a i n i n g
3
[ H ]GA BA. The t r a n s m i t t e r  a c c u m u l a t e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  
o f  t h e  g a n g l i a ,  a n d  u p t a k e  o f  GABA i n t o  t h e  t e r m i n a l  
g a n g l i o n  w as  p a r t i a l l y  i n h i b i t e d  b y  s o d i u m - f r e e  m e d i u m .  
B e c a u s e  t h e  u p t a k e  w a s  a l s o  i n h i b i t e d  by  10 mM 
^ - a l a n i n e ,  t h i s  o b s e r v e d  GABA u p t a k e  m e c h a n i s m  w a s  
t h o u g h t  t o  b e  a t  l e a s t  p a r t i a l l y  g l i a l ,  b u t  m o r e  
r e c e n t l y  G r i f f i t h s  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  h a v e  sh o w n  t h a t  
^ - a l a n i n e  i s  n o t  s p e c i f i c  f o r  g l i a l  GABA u p t a k e  s y s t e m s .  
I n h i b i t o r y  m o t o r  n e u r o n e s  o f  t h e  l e e c h  CNS h a v e  b e e n
3
s h o w n  t o  t a k e  u p  [ HjGABA a n d  t h i s  u p t a k e  i s  s t i m u l a t e d  
by  e l e c t r i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e  n e u r o n e s  ( C l i n e  e t  a l . ,  
1 9 8 5 ) .  Van M a r i e  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  h a v e  m a d e  a n  
a u t o r a d i o g r a p h i c  i n v e s t i g a t i o n  o f  GABA u p t a k e  i n t o  tw o  
m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  i n s e c t  n e u r o m u s c u l a r  s y n a p s e s ;  
t h e  common i n h i b i t o r  i n n e r v a t e d  s l o w  m u s c l e  e x h i b i t s
3
[ HjGABA u p t a k e  by  b o t h  g l i a  a n d  t e r m i n a l  a x o n s ,  w h i l e
t h e  s l o w  e x t e n s o r  t i b i a  i n n e r v a t e d  o n l y  e x h i b i t s  g l i a l
u p t a k e .  S h e p h e r d  & T y r e r  (19 8 5 )  h a v e  a l s o  d e m o n s t r a t e d  a
GABA u p t a k e  m e c h a n i s m  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l l y  i n  i n s e c t
s k e l e t a l  m u s c l e ,  a n d  t h e y  c o n c l u d e  t h a t  t h i s  may b e
g l i a l ,  t h o u g h  l i k e  m any  i n v e r t e b r a t e  s t u d i e s ,  t h i s
c o n c l u s i o n  i s  b a s e d  l a r g e l y  o n  m a m m a l i a n  p h a r m a c o l o g y .
C r a y f i s h  m u s c l e  p l a s m a  m e m b r a n e  v e s i c l e s  h a v e
b e e n  sh o w n  t o  a c c u m u l a t e  GABA a t  0 °C  i n  a  p r o c e s s
d e p e n d e n t  on s o d i u m  i o n s  a n d  m e m b r a n e  i n t e g r i t y  ( M e i n e r s
e t  a l . ,  19 79 ) .  The p r o c e s s  w as  s a t u r a b l e  w i t h  a  K o fm
0 . 5 5  pM w h i c h  i s  much  l o w e r  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  f o r  i n t a c t  
l o b s t e r  m u s c l e  a t  20°C (Km= 60 MM, I v e r s e n  & K r a v i t z ,
31
1 9 6 6 )  o r  c r a y f i s h  m u s c l e  s l i c e s  a t  2 2 ° C  ( 2 2  pM, O l s e n  e t  a l . ,  
1 9 7 5 ) .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  may  be d u e  t o  t h e  u s e  o f  i s o l a t e d  
v e s i c l e s  a s  a g a i n s t  s l i c e s  o r  i n t a c t  n e u r o m u s c u l a r  t i s s u e .  
A l t e r n a t i v e l y  a n  a d d i t i o n a l  l e w  a f f i n i t y  u p t a k e  s y s t e m  may 
e x i s t  i n  t h e  v e s i c u l a r  p r e p a r a t i o n .  T h e  v e s i c u l a r  u p t a k e  o f  
[^H]GABA ( M e i n e r s  e t  a l . , 1 9 7 9 )  i s  i n h i b i t e d  by  b o t h  
n i p e c o t i c  a c i d  ( I C ^ q= 0 . 4 5  piM) a n d  s l i g h t l y  m o r e  p o t e n t l y  by 
t h e  m a m m a l i a n  n e u r o n a l  i n h i b i t o r  2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d  
(DABA) ( I C ^ q= 0 . 3  pM) . H o w e v e r ,  e v e n  a t  1 mM n e i t h e r  o f  t h e s e  
l i g a n d s  i n h i b i t e d  t h e  u p t a k e  by m o r e  t h a n  80%,  s u p p o r t i n g  
t h e  p o s s i b i l i t y  o f  a  s e c o n d a r y  u p t a k e  s y s t e m .  I t  t h e r e f o r e  
s e e m e d  l i k e l y  t h a t  u p t a k e  w a s  i n v o l v e d  i n  t h e  r e m o v a l  o f  
CAEA f r o m  t h e  c r u s t a c e a n  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n ,  b u t  c l a i m s  
f o r  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n y  s i m i l a r  u p t a k e  s y s t e m  i n  t h e  
i n v e r t e b r a t e  CNS r e l i e d  s o l e l y  o n  t h e  a u t o r a d i o g r a p h i c  
e v i d e n c e  d e s c r i b e d  a b o v e .
I n  1 9 8 0  B r e e r  & J e s e r i c h  p u b l i s h e d  a  m e t h o d  f o r  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  i n s e c t  CNS. H o w e v e r  
i n v e r t e b r a t e  s y n a p t o s o m e s  h a v e  o n l y  s e e n  v e r y  l i m i t e d  u s e  i n  
t h e  s t u d y  o f  G&BA u p t a k e  a n d  t h e  l i t t l e  w o r k  t h a t  h a s  b e e n  
d o n e  ( G o r d o n  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 5 ?
W h i t t o n  e t  a l . , 1 9 8 6 )  w i l l  be d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  3 i n  
c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s .  H o w e v e r  
t h e  i n t i m a t i o n  f r o m  t h e  v a r i o u s  s t u d i e s  d e s c r i b e d  a b o v e  i s  
t h a t  i n  a d d i t i o n  t o  i n v e r t e b r a t e  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n s ,  
i n s e c t  ( a n d  a n n e l i d )  CNS p o s s e s s e s  GABA u p t a k e  s y s t e m s  w h i c h  
may
w e l l  p l a y  a  r o l e  i n  t h e  r e m o v a l  o f  GABA f r o m  t h e  
s y n a p s  e .
1 . 5 . 4 /  GABA r e c e p t o r s
M uch  o f  t h e  e a r l y  e v i d e n c e  f o r  GABA r e c e p t o r s  
i n  n e r v o u s  t i s s u e s  c a m e  f r o m  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  
s t u d i e s  i n  i n v e r t e b r a t e  s y s t e m s  ( s e e  G e r s c h e n f e l d ,
19 73 ) .  Owing t o  s u c h  f a c t o r s  a s  t h e  e a s e  o f  o b t a i n i n g  
l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  t i s s u e  t h o u g h ,  t h e  s u b s e q u e n t  
b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  t h e  GABA r e c e p t o r s  
i n v o l v e d  i n  n e u r o t r a n s m i s s i o n  was c a r r i e d  o u t  w i t h  
m a m m a l i a n  b r a i n .  H o w e v e r ,  a s  we w i l l  s e e  l a t e r ,  i n  t h e  
l a s t  f i v e  y e a r s  t h e r e  h a s  b e e n  an u p s u r g e  o f  i n t e r e s t  i n  
i n v e r t e b r a t e  GABA r e c e p t o r s ,  a n d  t h e  e v i d e n c e  f o r  GABA 
r e c e p t o r s  i n  i n v e r t e b r a t e s  w i l l  b e  c o m p a r e d  i n  C h a p t e r  2 
w i t h  o u r  k n o w l e d g e  o f  v e r t e b r a t e  GABA r e c e p t o r s  a n d  t h e  
d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s .
CHAPTER 2
INSECT CENTRAL GABA RECEPTORS
2 . 1 /  INTRODUCTION
I t  w as  s h o w n  i n  C h a p t e r  1 t h a t  much  o f  t h e  
e a r l y  e v i d e n c e  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  GABA r e c e p t o r s  i n  
n e r v o u s  t i s s u e s  cam e  f r o m  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  
i n  i n v e r t e b r a t e  s y s t e m s  ( s e e  G e r s c h e n f e l d , 1 9 7 3 ) .
H o w e v e r  t h e  b i o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  r e c e p t o r s  
i n v o l v e d  i n  G A B A e r g i c  n e u r o t r a n s m i s s i o n  h a s  b e e n  c a r r i e d  
o u t  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  a n d  t h e r e f o r e  a n y  s u b s e q u e n t  
s t u d y  o f  i n v e r t e b r a t e  GABA r e c e p t o r s  m u s t  b e  c o n d u c t e d  
i n  c o m p a r i s o n  w i t h  w h a t  i s  a l r e a d y  k n o w n  o f  t h e  
m a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r s .
2 . 1 . 1 /  M a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r s
T h e  Na+ - i n d e p e n d e n t , b i c u c u l l i n e - s e n s i t i v e
3
b i n d i n g  o f  ( H]GABA t o  m a m m a l i a n  b r a i n  f r a c t i o n s  w a s
f i r s t  d e m o n s t r a t e d  b y  Z u k i n  e t  a l . (19  7 4 ) ,  a n d  w a s
s u b s e q u e n t l y  c h a r a c t e r i z e d  by  s e v e r a l  g r o u p s  ( E n n a  &
S n y d e r ,  19 75? G r e e n l e e  e t  a l ,  19 7 8 b ;  K r o g s g a a r d - L a r s e n
e t  a l . ,  19 7 9 ) .  I t  i s  now know n  t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t
t w o  c l a s s e s  o f  GABA r e c e p t o r s ,  GABA^ a n d  GABAf i , i n
m a m m a l i a n  b r a i n .  GABAft r e c e p t o r s  a c t i v a t e  C l ” c h a n n e l s
a n d  a r e  s e n s i t i v e  t o  b i c u c u l l i n e ,  w h i l e  GABA_ r e c e p t o r s  
2+m o d u l a t e  Ca c h a n n e l s  a n d  a r e  s e n s i t i v e  t o  b a c l o f e n .  
GABA r e c e p t o r s  may h a v e  a p r e s y n a p t i c  l o c a t i o n  a n d  t h e yO
a r e  l i n k e d  t o  a d e n y l a t e  c y c l a s e  v i a  g u a n i n e  n u c l e o t i d e  
b i n d i n g  p r o t e i n s .  H e n c e  t h e  b i n d i n g  o f  GABA t o  GABA O
r e c e p t o r s  i n h i b i t s  a d e n y l a t e  c y c l a s e  a c t i v i t y  a n d  
t h e r e b y  d e p r e s s e s  t h e  i n t r a c e l l u l a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  
cAMP ( B o w e r y  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  H i l l  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .
2 . 1 . 1 . 1 /  THE MAMMALIAN GABA. RECEPTOR COMPLEXA
B a s e d  o n  r a d i o l i g a n d  b i n d i n g  s t u d i e s ,  t h e  
GABAa  r e c e p t o r  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  c o m p l e x  o f  a  
c h l o r i d e  c h a n n e l  a s s o c i a t e d  w i t h  i n t e r a c t i n g  b i n d i n g  
s i t e s  f o r  1 /  GABA, 2 /  t h e  b e n z o d i a z e p i n e s  a n d  3 /  
p i c r o t o x i n ,  c a g e - c o n v u l s a n t s , s u c h  a s  
t - b u t y r y l b i c y c l o p h o s p h o r o t h i o n a t e  ( T B P S ) ,  a n d  t h e  
b a r b i t u r a t e s .  T h i s  l a t t e r  g r o u p  o f  c o m p o u n d s  a p p e a r  t o  
i n t e r a c t  m o r e  c l o s e l y  w i t h  t h e  c h l o r i d e  c h a n n e l  o f  t h e  
r e c e p t o r  t h a n  t h e  f o r m e r  t w o .  T h e  r e s u l t s  o f  t h e  
n u m e r o u s  b i n d i n g  s t u d i e s  c a r r i e d  o u t  on  t h e  c o m p l e x  h a v e  
b e e n  e x t e n s i v e l y  r e v i e w e d  ( O l s e n ,  1 9 8 1 ;  O l s e n ,  1 9 8 2 ;  
B r a e s t r u p  & N i e l s e n ,  1 9 8 3 ;  H a e f e l y ,  1 9 8 4 ;  T a l l m a n  & 
G a l l a g e r ,  1 9 8 5 ;  K a r o b a t h  & S u p a v i l a i ,  1 9 8 5 ;  F i s c h e r  & 
O l s e n ,  1 9 8 6 )  a n d  t h e  c o m p l e x  i s  d e p i c t e d  i n  a  h i g h l y  
s i m p l i f i e d  m o d e l  i n  F i g . 3 a  ( a f t e r  O l s e n ,  1 9 8 1 ) ,  t h o u g h  
i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  m o r e  c o m p l e x  m o d e l s  h a v e  s i n c e  
b e e n  p o s t u l a t e d  ( e g . -  H a e f e l y ,  1 9 8 4 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  r a d i o l i g a n d  b i n d i n g  s t u d i e s ,  
t h e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  on t h e  GABA r e c e p t o r
n
c o m p l e x  h a s  a l s o  b e e n  s t u d i e d  by  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g
3
w h e r e b y  [ H ] f l u n i t r a z e p a m  i s  c o v a l e n t l y  a t t a c h e d  t o  t h e  
r e c e p t o r  b y  i r r a d i a t i o n  w i t h  u l t r a - v i o l e t  l i g h t  ( M o h l e r
36
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F i g . 3a S i m p l i f i e d  model  o f  the  mammalian GABAft r e c e p t o r  
c o m p l e x ,  a f t e r  Ol s en  ( 1 9 8 1 ) ,  showing  i n t e r a c t i n g  b i n d i n g  
s i t e s  f o r  GABA, t he  b e n z o d i a z e p i n e s  (BZ) and p i c r o t o x i n  
(PTXN) and ca ge  c o n v u l s a n t s  (TBPS) a s o c i a t e d  w i t h  a Cl~  
i o n  c h a n n e l .
e t  a l . ,  19 8 0 ) .  T h i s  t e c h n i q u e  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  
p e p t i d e  c a r r y i n g  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  h a s  a n  
o f  5 0 , 0 0 0 .  H o w e v e r ,  t h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  i n  a d d i t i o n  
t o  t h e  m a m m a l i a n  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  t h a t  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  a  GABA^ r e c e p t o r ,  o t h e r ,  l e s s  
w e l l - c h a r a c t e r i z e d ,  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  a r e  p r e s e n t  
i n  m a m m a l i a n  CNS a n d  t h i s  t o p i c  w i l l  b e  d i s c u s s e d  i n  
m o r e  d e t a i l  l a t e r  i n  t h i s  c h a p t e r .
A l l  t h e  b i n d i n g  a c t i v i t i e s  o f  t h e  m a m m a l i a n  
GABAa r e c e p t o r  h a v e  b e e n  c o - p u r i f i e d  a s  o n e  c o m p l e x  f r o m  
b o t h  b o v i n e  a n d  p o r c i n e  b r a i n  by  e x t r a c t i o n  f r o m  t h e  
m e m b r a n e  w i t h  d e t e r g e n t s  a n d  s u b s e q u e n t  a f f i n i t y  
c h r o m a t o g r a p h y  u s i n g  b e n z o d i a z e p i n e  a f f i n i t y  r e s i n s  
( S i g e l  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  O l s e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  S i g e l  &
B a r n a r d ,  1 9 8 4 ;  K i r k n e s s  & T u r n e r ,  1 9 8 6 a ) .  F u r t h e r m o r e ,  
t h e  p u r i f i e d  c o m p l e x  h a s  b e e n  r e c o n s t i t u t e d  i n t o  
p h o s p h o l i p i d  v e s i c l e s  w i t h  r e t e n t i o n  o f  i t s  b i n d i n g  
a c t i v i t i e s  ( S i g e l  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e  p u r i f i e d  c o m p l e x  
p o s s e s s e s  two s u b u n i t s  w i t h  Mr  v a l u e s  o f  50k a n d  5 5 k ,  
a n d  t h e  t a r g e t  s i z e  f o r  b e n z o d i a z e p i n e  a n d  GABA b i n d i n g  
i n  m e m b r a n e s  when  d e t e r m i n e d  b y  r a d i a t i o n  i n a c t i v a t i o n  
was  2 2 0 k  ( Ch a n g  & B a r n a r d ,  1 9 8 2 ) .  T h e s e  d a t a  i m p l y  a  
t e t r a m e r i c  m o d e l  f o r  t h e  r e c e p t o r .  T h i s  was  a l s o  
i n d i c a t e d  by  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  i n  
w h i c h  p h o t o r e a c t i o n  o f  o n e  b i n d i n g  s i t e  i n  t h e  m e m b r a n e  
c a u s e d  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h r e e  a d d i t i o n a l  s i t e s  
s u c h  t h a t  o n l y  25% o f  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  c o u l d  
b e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  ( M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  Thomas  &
T a l l m a n ,  1 9 8 1 ;  K a r o b a t h  & S u p a v i l a i ,  1 9 8 2 ) .  M o r e
r e c e n t l y ,  p o l y c l o n a l  ( S t e p h e n s o n  e t  a l . ,  1 9 8 6 )  a n d
s i x t e e n  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  (mAbs)  ( S c h o c h  e t  a l . ,
1 9 8 5 )  h a v e  b e e n  r a i s e d  t o  t h e  p u r i f i e d  c o m p l e x .  Two o f
t h e  mAbs ( b d - 1 7  a n d  b d - 2 4 ) g a v e  t h e  s ame  r e s u l t s  i n
i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  s t u d i e s  w i t h  p u r i f i e d  b o v i n e
r e c e p t o r  i n  t h a t  t h e y  b o t h  c o - p r e c i p i t a t e d  a l l  t h e  h i g h
a n d  l o w  a f f i n i t y  GABA b i n d i n g  s i t e s  a s  w e l l  a s  t h e
b i n d i n g  s i t e s  f o r  t h e  b e n z o d i a z e p i n e s  a n d  TBPS.  H o w e v e r
i n  i m m u n o b l o t t i n g  e x p e r i m e n t s  b d - 1 7  a n d  b d - 2 4  b e h a v e d
d i f f e r e n t l y .  On d e n a t u r i n g  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l s  o f
p u r i f i e d  b o v i n e  r e c e p t o r ,  b d - 1 7  o n l y  r e c o g n i z e d  t h e
^ - s u b u n i t  (M^ 55 k )  w h i l e  b d - 2 4  o n l y  r e c o g n i z e d  t h e
0 ( - s u b u n i t  (M 5 0 k )  . T h e r e f o r e  i t  was  c o n c l u d e d  t h a t
t h e s e  a n t i b o d i e s  r e c o g n i z e  e p i t o p e s  on  d i f f e r e n t
s u b u n i t s  b u t  i m m u n o p r e c i p i t a t e  t h e  e n t i r e  GABA r e c e p t o r
c o m p l e x  a n d  t h e r e f o r e  e a c h  r e c e p t o r  i s  h e t e r o g e n e o u s
w i t h  r e s p e c t  t o  i t s  s u b u n i t  c o m p o s i t i o n  ( H a r i n g  e t  a l . ,
1 9 8 5 ;  M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  The  p u r i f i c a t i o n ,  l a b e l l i n g
a n d  i m m u n o l o g i c a l  s t u d i e s  on t h e  m a m m a l i a n  GABAft c o m p l e x
h a v e  l e d  M o h l e r  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  t o  p o s t u l a t e  t h e  ^ 2 ^ 2
t e t r a m e r i c  m o d e l  s h o w n  i n  F i g . 3 b  a s  a  p r e l i m i n a r y
w o r k i n g  m o d e l  o f  t h e  c o m p l e x .  The  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g
s i t e s  d e f i n i t e l y  r e s i d e  on t h e  O C - s u b u n i t  w h i c h  i s
r e c o g n i z e d  b y  MABII ( b d - 2 4 ) ,  b u t  may a l s o  o c c u r  on  t h e
^ - s u b u n i t  i n  a  s t a t e  w h i c h  i s  n o t  g e n e r a l l y
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d .  The  l o c a t i o n  o f  t h e  GABA s i t e s
3
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Fi g . 3b P r e l i m i n a r y  working model  o f  t h e  mammalian GABA
A
r e c e p t o r  compl ex  p o s t u l a t e d  by Mohler  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  The 
complex  i s  composed of  f o ur  s u b u n i t s  w i t h
c a r b o h y d r a t e  m o i e t i e s  as  i n d i c a t e d  by t h e  branched  
l i n e s .  The 0 ( - s u b u n i t  p o s s e s s e s  b i n d i n g  s i t e s  f o r  the  
b e n z o d i a z e p i n e s  (BENZO) and p o s s i b l y  f o r  GABA. The CC- 
and f > - s ubuni t s  can be d i s t i n g u i s h e d  b e t ween  by 
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  (MAB I & II  ) a s  d e s c r i b e d  i n  the  
t e x t .  The s u b u n i t s  a r e  a s s o c i a t e d  t o g e t h e r  such t h a t  
t h e y  form a Cl c h a n n e l  t hrough t h e  membrane.
GABA s i t e s  w e r e  a s s i g n e d  t o  t h e  50k p r o t e i n  a n d  h e n c e  
t o  t h e  ( ^ - s u b u n i t  ( A s a n o  e t  a l . ,  19 8 3 ;  C a v a l l a  & N e f f ,  
1 9 8 5 )  a n d  m o r e  r e c e n t l y  t h i s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  u s i n g  
p u r i f i e d  r e c e p t o r  c o m p l e x  f r o m  p o r c i n e  b r a i n  ( K i r k n e s s  & 
T u r n e r ,  1 9 8 6 b ) .  H o w e v e r  Deng e t  a l . ( 1 9 8 6 )  h a v e  
p e r f o r m e d  a  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  s t u d y  on  p u r i f i e d
3
b o v i n e  b r a i n  r e c e p t o r  c o m p l e x ,  u s i n g  b o t h  [ H]FN ZP a n d
3
[ H ] m u s c i m o l  a n d  w h i l e  a  52k  (0() s u b u n i t  w a s  l a b e l l e d  by
3
t h e  b e n z o d i a z e p i n e ,  [ H j m u s c i m o l  l a b e l l e d  t h e  57k  ( p )
3
s u b u n i t .  ( H j M u s c i m o l  h a s  a l s o  b e e n  r e p o r t e d  t o  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l  t h e  f - r a t h e r  t h a n  t h e  ( X - s u b u n i t  o f  
t h e  p u r i f i e d  r e c e p t o r  c o m p l e x  o f  b o v i n e  b r a i n  by  
C a s a l o t t i  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) .  The  r e a s o n s  f o r  t h e s e  
d i s c r e p a n c i e s  i n  t h e  s u b u n i t  a l l o c a t i o n  o f  t h e  GABA s i t e  
a r e  u n c l e a r .
A f u r t h e r  c o n s i d e r a t i o n  w h i c h  h a s  n o t  b e e n  
c l a r i f i e d  i s  t h e  l o c a t i o n  o f  t h e  TBPS b i n d i n g  s i t e .  An 
t e t r a m e r  may f o r m  a C l  c h a n n e l  w h i c h  b i n d s  TBPS.  
H o w e v e r  i n  p u r i f i e d  p r e p a r a t i o n s  o f  GABA r e c e p t o r  
c o m p l e x  a n  a d d i t i o n a l  p e p t i d e  o f  ~ 6 0 k  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  ( S c h o c h  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  S i g e l  & B a r n a r d ,  1 9 8 4 ;  
O l s e n  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  a n d  t h e  t a r g e t  s i z e  o f  t h e  r a d i a t i o n  
i n a c t i v a t e d  TBPS b i n d i n g  s i t e  was  1 3 4 k  ( N i e l s e n  & 
B r a e s t r u p ,  19 8 3 ) .  F u r t h e r m o r e  r e c e p t o r  a g g r e g a t e s  
p o s s e s s i n g  TBPS a l l o s t e r i c  i n t e r a c t i o n s  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d  t o  h a v e  a  r a d i a t i o n  i n a c t i v a t i o n  s i z e  o f  3 5 0 k  
( N i e l s e n  & B r e a s t r u p ,  1 9 8 4 ) ,  l e a d i n g  M o h l e r  e t  a l .
( 1 9 8 6 )  t o  m a k e  t h e  r e s e r v a t i o n  t h a t  t h e i r  m o d e l  s ho wn  i n
F i g . 3 b  may n e e d  m o d i f y i n g  t o  i n c l u d e  a n  a d d i t i o n a l  
s u b u n i t  ( J )  o f  Mr  6 2 - 8 0 k  w h i c h  b i n d s  TBPS.  T h o u g h  t h e  
p r e c i s e  s u b u n i t  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m a m m a l i a n  GABA
n
r e c e p t o r  c o m p l e x ,  a n d  t h e  a s s i g n m e n t  o f  b i n d i n g  s i t e s  t o  
t h e s e  s u b u n i t s ,  h a s  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  y e t ,  t h i s  g o a l  
s h o u l d  b e  a c h i e v e d  i n  t h e  n e a r  f u t u r e .  I n d e e d ,  
i n f o r m a t i o n  i s  a l r e a d y  b e i n g  o b t a i n e d  on t h e  a m i n o  a c i d  
s e q u e n c e  o f  t h e  r e c e p t o r  b y  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  c l o n i n g  
t e c h n i q u e s  ( M o h l e r ,  1 9 8 6 ) ,  a n d  f u n c t i o n a l  GABA r e c e p t o r  
c o m p l e x e s  h a v e  a l r e a d y  b e e n  e x p r e s s e d  i n  X e n o p u s  o o c y t e s  
b y  i n j e c t i o n  o f  c h i c k  b r a i n  mRNA ( S m a r t  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .
2 . 1 . 2 /  The  h e t e r o g e n e i t y  o f  m a m m a l i a n  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s
The  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  d e s c r i b e d  s o  f a r  
i n  t h i s  c h a p t e r  h a v e  b e e n  c e n t r a l  n e u r o n a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  (CBRs)  w h i c h  a r e  l a r g e l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  GABA^ r e c e p t o r s  a s  d e s c r i b e d  a n d  w h i c h  
a r e  s e n s i t i v e  t o  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  c l o n a z e p a m .  H o w e v e r  
a  s e c o n d  t y p e  o f  b i n d i n g  s i t e  e x i s t s  on  n o n - n e u r o n a l  
c e l l s  w h i c h  i s  s e n s i t i v e  t o  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  R o 5 - 4 8 6 4  
r a t h e r  t h a n  c l o n a z e p a m .  T h e s e  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  
s i t e s  w e r e  f i r s t  d e t e c t e d  on k i d n e y  a n d  a r e  h e n c e  
r e f e r r e d  t o  a s  p e r i p h e r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  (PBRs) 
( R e g a n  e t  a l . ,  1 9 8 1 )  a n d  w i l l  b e  d e s c r i b e d  i n  m o r e  
d e t a i l  l a t e r .  A t h i r d  b e n z o d i a z e p i n e  s i t e  o f  much l o w e r  
a f f i n i t y  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  ( B o w l i n g  
& De L o r e n z o ,  1 9 8 2 )  w h i c h  a p p e a r s  t o  b e  a s s o c i a t e d  w i t h
t h e  c a l c i u m - c a l m o d u l i n  p r o t e i n  k i n a s e  s y s t e m  i n  t h e  
b r a i n  (De L o r e n z o ,  1 9 8 1 ) .  The l o c a l i z a t i o n  a n d  f u n c t i o n  
o f  t h e s e  s i t e s  i s  o b s c u r e .
2 . 1 . 2 . 1 /  CENTRAL BENZODIAZEPINE RECEPTORS
1 /  A g o n i s t s ,  a n t a g o n i s t s  a n d  i n v e r s e  a g o n i s t s
The  c l o n a z e p a m - s e n s i t i v e  CBRs a r e  s e n s i t i v e  t o  
s e v e r a l  d i f f e r e n t  c l a s s e s  o f  l i g a n d  w h i c h  n o t  o n l y  
a f f e c t  t h e  CBRs d i f f e r e n t l y ,  b u t  a l s o  e l i c i t  d i f f e r e n t  
a c t i o n s  t o  t h e  b e n z o d i a z e p i n e s  when  a d m i n i s t e r e d  t o  
a n i m a l s  ( s e e  T a l l m a n  & G a l l a g e r ,  1 9 8 5 ) .  E s s e n t i a l l y  t h e  
a g o n i s t i c  b e n z o d i a z e p i n e s  s u c h  a s  d i a z e p a m  e n h a n c e  GABA 
b i n d i n g  by  d e c r e a s i n g  t h e  o f  t h e  GABA r e c e p t o r  f o r  
i t s  l i g a n d .  When a d m i n i s t e r e d  t o  a n i m a l s  t h e s e  c o m p o u n d s  
t h e r e f o r e  h a v e  a n x i o l y t i c ,  a n t i - c o n v u l s a n t , s e d a t i v e  a n d  
m u s c l e  r e l a x a n t  e f f e c t s .  H o w e v e r  a  s e c o n d  c l a s s  o f  
l i g a n d s ,  t h e  f - c a r b o l i n e s , i n h i b i t  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  b u t  h a v e  a n  a c t i o n  o p p o s i t e  t o  t h a t  o f  t h e  
a g o n i s t i c  b e n z o d i a z e p i n e s  i n  t h a t  t h e y  i n c r e a s e  a n x i e t y  
a n d  c o n v u l s i o n s  when  a d m i n i s t e r e d  t o  a n i m a l s .  S u c h  
l i g a n d s  a r e  r e f e r r e d  t o  a s  i n v e r s e  a g o n i s t s .  A n o t h e r  
g r o u p  o f  c o m p o u n d s ,  t h e  i m i d a z o d i a z e p i n e s , o f  w h i c h  t h e  
m o s t  p o t e n t  i s  R o l 5 - 1 7 8 8 ,  b l o c k  b o t h  b e n z o d i a z e p i n e  a n d  
0 - c a r b o l i n e  b i n d i n g  t o  b r a i n  m e m b r a n e s .  H o w e v e r  t h e s e  
a n t a g o n i s t s  h a v e  n o  p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  when  
a d m i n i s t e r e d  t o  a n i m a l s  a l o n e .  T h i s  c o m p l e x  p h a r m a c o l o g y
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h a s  b e e n  r a t i o n a l i z e d  by  E h l e r t  ( 1 9 8 6 ) ,  b a s e d  on a  m o d e l  
i n  w h i c h  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  e x i s t s  i n  two  
s t a t e s ,  d e p e n d e n t  on  w h e t h e r  t h e  a s s o c i a t e d  C l  c h a n n e l  
i s  o p e n  o r  c l o s e d ,  a n d  d i f f e r e n t  l i g a n d s  h a v e  d i f f e r e n t  
s e l e c t i v i t i e s  f o r  t h e  , two c o n f o r m a t i o n a l  s t a t e s .  H e n c e  
b e n z o d i a z e p i n e s  s u c h  a s  d i a z e p a m  a r e  s e l e c t i v e  f o r  t h e  
o p e n  s t a t e  o f  t h e  c h a n n e l  a n d  t h e r e f o r e  e n h a n c e  
G A B A - i n d u c e d  C l ~  i n f l u x ,  w h e r e a s  t h e  f S - c a r b o l i n e s  b i n d  
t o  t h e  c l o s e d  s t a t e  a n d  t h e r e f o r e  h a v e  o p p o s i t e  
p h a r m a c o l o g i c a l  e f f e c t s  t o  t h e  t r a n q u i l i z e r  
b e n z o d i a z e p i n e s .  O t h e r  c o m p o u n d s ,  s u c h  a s  R o l 5 - 1 7 8 8 ,  
t h o u g h  p o t e n t l y  b i n d i n g  t o  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r ,  
h a v e  n o  s e l e c t i v i t y  f o r  t h e  o p e n  o r  c l o s e d  s t a t e s ,  a n d  
t h e r e f o r e ,  t h o u g h  i n h i b i t i n g  t h e  b i n d i n g  o f  o t h e r  
l i g a n d s ,  t h e y  h a v e  n o  p h a r m a c o l o g i c a l  a c t i v i t y  o f  t h e i r  
own i n  w h o l e  a n i m a l  s t u d i e s .
2 /  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s
An a d d i t i o n a l  c l a s s  o f  l i g a n d s  a c t i n g  a t  t h e  
CBR a r e  t h e  t r i a z o l p y r i d i n e s , s u c h  a s  
CL 2 1 8 , 8 7 2 ,  w h i c h  a r e  a l s o  a n x i o l y t i c  w i t h o u t  b e i n g  
s e d a t i v e .  H o w e v e r ,  CL 2 1 8 , 8 7 2  i s  a  p a r t i a l  a g o n i s t  i n  
t h a t  i t  d o e s  n o t  i n h i b i t  t h e  b i n d i n g  a t  a l l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  a n d  i n d e e d  i t  i s  o n l y  a c t i v e  
o n  CBRs i n  d i s c r e t e  b r a i n  r e g i o n s  ( K l e p n e r  e t  a l . ,
19 79 ) .  T h e s e  w o r k e r s  c l a i m e d  t h a t  t h i s  r e f l e c t e d  a  t r u e  
h e t e r o g e n e i t y  o f  CBRs a n d  d e s i g n a t e d  t h e  CL
2 1 8 , 8 7 2 - s e n s i t i v e  r e c e p t o r s  T y p e  I  a n d  t h e  
t r i a z o l o p y r i d i n e - i n s e n s i t i v e  CBRs a s  T y p e  I I .  T y p e  I  
r e c e p t o r s  w e r e  p o s t u l a t e d  t o  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  
a n x i o l y t i c  a c t i v i t y  o f  t h e  b e n z o d i a z e p i n e s  w h i l e  t h e  
T y p e  I I  r e c e p t o r s  m e d i a t e  t h e i r  s e d a t i v e  a c t i o n s .
H o w e v e r ,  G e e  & Y a m a m u r a  (19 8 2 )  a n d  J o h n s o n  e t
a l .  (19  8 3 )  p o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  b r a i n  r e g i o n s  w h e r e  t h e
T y p e  I  ( e g :  c e r e b e l l u m )  a n d  T y p e  I I  ( e g :  h i p p o c a m p u s )
r e c e p t o r s  w e r e  l o c a t e d  d i d  n o t  c o i n c i d e  w i t h  t h e  r e g i o n s
t h o u g h t  t o  b e  i n v o l v e d  i n  a n x i e t y .  S u c h  c o n s i d e r a t i o n s
l e d  t h e s e  w o r k e r s  t o  s u g g e s t  t h a t  b e n z o d i a z e p i n e
r e c e p t o r  T y p e s  I  a n d  I I  c o r r e s p o n d  t o  d i f f e r e n t
c o n f o r m a t i o n a l  s t a t e s  o f  a  s t r u c t u r a l l y  h o m o g e n e o u s
p r o t e i n .  H o w e v e r  L i p p a  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  a n d  H i r s c h  e t  a l .
( 1 9 8 5 )  m a i n t a i n  t h a t  t h e r e  i s  a  t r u e  h e t e r o g e n e i t y  o f
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  c o n s t i t u e n t
s u b u n i t s ,  b a s e d  o n  c o n s i d e r a t i o n s  o f  r e g i o n a l  B^ max
v a l u e s  f o r  t h e  b i n d i n g  o f  [ H ] p - c a r b o l i n e  ( w h i c h  a l s o  
a c t s  a t  t h e  T y p e  I  r e c e p t o r )  a n d  f r o m  a u t o r a d i o g r a p h i c  
s t u d i e s .  H e t e r o g e n e i t y  i s  a l s o  a p p a r e n t  i n  t h e  r e g i o n a l
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p a t t e r n  o f  m e m b r a n e  p h o t o l a b e l l i n g  w i t h  [ H]FNZP.  W i t h  
t h i s  t e c h n i q u e  a  p r o t e i n  o f  Mr  50k  w a s  f o u n d  i n  a l l  
b r a i n  r e g i o n s  ( M o h l e r  e t  a l . ,  19 8 0 ;  S i e g h a r t  & K a r o b a t h ,  
1 9 8 0 ;  Thomas  & T a l l m a n ,  1 9 8 1 ;  S i e g h a r t  & D r e x l e r ,  1 9 8 3 ;  
M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  p r i n c i p a l l y  i n  
h i p p o c a m p u s ,  a n  a d d i t i o n a l  p r o t e i n  o f  Mf  55k  w a s  a l s o  
l a b e l l e d  ( S i e g h a r t  & K a r o b a t h ,  1 9 8 0 ;  S i e g h a r t  & D r e x l e r ,  
1 9 8 3 ;  M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  E i c h i n g e r  & S i e g h a r t ,  1 9 8 4 ) ,
a n d  t r i a z o l o p y r i d i n e s  a n d  f > - c a r b o l i n e s  a r e  1 0 - f o l d  m o r e  
p o t e n t  i n  i n h i b i t i n g  t h e  l a b e l l i n g  o f  t h e  51k  p r o t e i n  
t h a n  t h e  55k  p r o t e i n  i n  h i p p o c a m p u s  ( S i e g h a r t  e t  a l . ,  
1 9 8 3 ) .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  l e d  H i r s c h  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  t o  
p o s t u l a t e  t h a t  t h e  p e p t i d e  o f  Mr  5 1 k  p o s s e s s e s  t h e  T y p e  
I  r e c e p t o r  w h i l e  t h a t  o f  Mr  55k  p o s s e s s e s  t h e  T y p e  I I  
r e c e p t o r .
As d e s c r i b e d  a b o v e ,  mAbs w h i c h  d i f f e r e n t i a t e  
b e t w e e n  t h e  0 ( - s u b u n i t  (M^ 50 k )  a n d  t h e  p - s u b u n i t  (Mr  
5 5 k )  a r e  now a v a i l a b l e  ( S c h o c h  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  The  u s e  o f  
t h e s e  a n t i b o d i e s  h a s  l e d  M o h l e r  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  t o  r e f u t e  
s u c h  a  c l e a r  c u t  h e t e r o g e n e i t y  a s  p o s t u l a t e d  by  H i r s c h  
e t  a l .  ( 1 9 8 5 ) .  A l l  a r e a s ,  i n c l u d i n g  c e r e b e l l u m ,  e x h i b i t  
t h e  ^ - s u b u n i t  ( " T y p e  I I "  CBR) b y  i m m u n o b l o t t i n g , a n d  
i m m u n o s t a i n i n g  o f  b r a i n  s e c t i o n s  w i t h  mAbs t o  e i t h e r  
s u b u n i t  g a v e  t h e  s a me  p i c t u r e .  T h e r e f o r e  d i f f e r e n c e s  i n  
t h e  p r o f i l e s  o f  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  l i g a n d s  c a n n o t  
b e  a t t r i b u t e d  t o  a  m a j o r  s t r u c t u r a l  h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  
r e c e p t o r  c o m p l e x ,  t h o u g h  t h e  a n t i b o d y  s t u d i e s  d o  n o t  
r u l e  o u t  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  c o n f o r m a t i o n a l  
h e t e r o g e n e i t y .  A f u r t h e r  p o s s i b i l i t y  w h i c h  m i g h t  e x p l a i n  
t h e  r e g i o n a l  d i f f e r e n c e s  i n  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  i s  
t h a t  b o t h  t h e  (X-  a n d  p - s u b u n i t s  b i n d  b e n z o d i a z e p i n e s ,  
b u t  w h e r e a s  n o r m a l l y  t h e  p - s u b u n i t  c a n n o t  b e  
p h o t o l a b e l l e d ,  t h e  h i p p o c a m p a l  ^ - s u b u n i t  i s  s u f f i c i e n t l y  
d i f f e r e n t  t o  p e r m i t  s u c h  l a b e l l i n g  t o  o c c u r .
Wha t  i s  c l e a r  i s  t h a t  m a m m a l i a n  c e n t r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  o n  e x t e n s i v e  a n a l y s i s ,  h a v e
r e v e a l e d  a  h i g h l y  c o m p l e x  p i c t u r e  t h a t  h a s  s t i l l  t o  b e  
f u l l y  e l u c i d a t e d .
2 . 1 . 2 . 2 /  PERIPHERAL BENZODIAZEPINE RECEPTORS
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  b i n d i n g  o f  b e n z o d i a z e p i n e s  
t o  m a m m a l i a n  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  ( C B R s ) ,
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[ H]FNZP h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  t o  b i n d  t o  p e r i p h e r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  ( PBRs )  on  r a t  k i d n e y  m e m b r a n e s  
( R e g a n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  The  CBRs a r e  s e n s i t i v e  t o  
c l o n a z e p a m  w h e r e a s  t h e  PBRs a r e  s e n s i t i v e  t o  R o 5 - 4 8 6 4 .
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  PBRs on  p e r i p h e r a l
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t i s s u e s ,  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  [ H ] R o 5 - 4 8 6 4  h a s  e n a b l e d  
t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  PBRs i n  r a t  b r a i n  ( S c h o e m a k e r  e t  
a l . ,  1 9 8 1 ) ,  s p i n a l  c o r d  ( V i l l i g e r ,  1 9 8 5 )  a n d  r a t  
s t r i a t a l  m u s c l e  ( M u l l e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  H o w e v e r  t h e  
b i n d i n g  o f  R o 5 - 4 8  64 t o  b r a i n  PBRs i s  n o t  a f f e c t e d  by  
GABA, a n d  i n  f u r t h e r  c o n t r a s t  w i t h  CBRs ,  t h e  b r a i n  PBRs 
c a n n o t  b e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  ( M a r a n g o s  e t  a l . ,
1 9 8 2 ) .  The  PBRs h a v e  a l s o  b e e n  c l a i m e d  t o  d i f f e r  f r o m  
t h e  CBRs o f  m a m m a l i a n  b r a i n  i n  t h e i r  s u b c e l l u l a r  
l o c a l i z a t i o n ,  b e i n g  l o c a t e d  p r i m a r i l y  i n  t h e  n u c l e a r  
r a t h e r  t h a n  s y n a p t o s o m a l  f r a c t i o n  on  s u b c e l l u l a r  
f r a c t i o n a t i o n  o f  b r a i n  t i s s u e  ( M a r a n g o s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  
W e i s s m a n  e t  a l .  ( 1 9 8 4 a )  h a v e  r e p o r t e d  f o u r - f o l d  h i g h e r  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  PBRs i n  g u i n e a  p i g  b r a i n  c o m p a r e d  w i t h  
r a t  b r a i n ,  a n d  t h e y  s u p p o r t  t h e  n u c l e a r  l o c a l i z a t i o n  o f  
PBRs r e p o r t e d  by  M a r a n g o s  e t  a l .  ( 1 9 8 2 ) .  H o w e v e r  i t
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  B a s i l e  & S k o l n i c k  ( 1 9 8 6 )  h a v e  
d i s p u t e d  t h i s  a n d  c l a i m  t h a t  PBRs a r e  e n r i c h e d  i n  
m i t o c h o n d r i a l  a n d  s y n a p t o s o m a l  r a t h e r  t h a n  n u c l e a r  
m e m b r a n e s .  The  d e n s i t y  o f  PBRs i s  g r e a t e r  on 
m i t o c h o n d r i a l  t h a n  on  s y n a p t o s o m a l  m e m b r a n e s  w h i l e  t h i s  
d i s t r i b u t i o n  i s  r e v e r s e d  f o r  CBRs .  A f i n a l  d i f f e r e n c e  
b e t w e e n  b r a i n  PBRs a n d  CBRs may l i e  i n  t h e i r  r e g i o n a l  
l o c a l i z a t i o n .  I n  a n  a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d y  o f  
[ ^ H ] R o 5 - 4 8 6 4  b i n d i n g  s i t e s ,  G e h l e r t  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  
r e p o r t e d  PBRs t o  e x h i b i t  t h e i r  h i g h e s t  d e n s i t y  i n  t h e  
c h o r o i d  p l e x u s  a n d  e p p e n d y m a l  c e l l s  ( w h i c h  a r e  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  b l o o d  b r a i n  b a r r i e r )  w h i c h  i s  i n  
c o n t r a s t  w i t h  t h e  l o c a l i z a t i o n  o f  CBRs .  The  m a j o r  
d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  CBRs a n d  PBRs a r e  s u m m a r i z e d  i n  
T a b l e  3 .
I n  t h e i r  a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d y  o f  PBRs,  
G e h l e r t  e t  a l .  (19 8 5 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t  t h e  PBRs o f  
k i d n e y  w e r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a s c e n d i n g  L o o p  o f  H e n l e  
a n d  t h e r e f o r e  p o s t u l a t e d  a  p h y s i o l o g i c a l  r o l e  f o r  t h e s e  
r e c e p t o r s  i n  i o n  t r a n s p o r t .  H o w e v e r  t h e  
p e r i p h e r a l l y - a c t i v e  b e n z o d i a z e p i n e ,  R o 5 - 4 8 6 4 ,  h a s  b e e n  
s ho wn  t o  b e  a n x i o g e n i c  a n d  p r o d u c e  c o n v u l s i o n s  i n  
v a r i o u s  mammal s  a n d  t o  h a v e  c e n t r a l  p h a r m a c o l o g i c a l  
e f f e c t s  w h i c h  a r e  t h e  o p p o s i t e  o f  t h o s e  o f  t h e  
t r a n q u i l i z e r  b e n z o d i a z e p i n e s  a c t i v e  a t  t h e  c e n t r a l  GABA
n
r e c e p t o r  c o m p l e x  ( P i e r r i  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  P o l e  e t  a l . ,
1 9 8 3 ;  W e i s s m a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 b ;  F i l e  & P e l l o w ,  1 9 8 5 ) .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e  R o 5 - 4 8 6 4 - e l i c i t e d  c o n v u l s i o n s  i n  m i c e
CHARACTERISTIC PERIPHERAL-TYPE CENTRAL-TYPE
T IS S U E  SOURCE NEURONAL & OTHER T IS S U E S  
EGj KIDNEY
NEURONAL
LIGAND S E N S I T I V IT Y R o 5 - 4 8 6 4  -  S E N S IT IV E CLONAZEPAM -  S E N S I T I V E
EFFECT OF GABA UNAFFECTED BY GABA ENHANCED BY GABA
PHOTQA FFIN ITY  LABELLING CAN NOT BE PHOTOLABELLED CAN BE PHOTO­
WITH FLUNITRAZEPAM LABELLED WITH 
FLUNITRAZEPAM
T a b l e  3 Summary o f  t h e  m a j o r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  mammal ian  p e r i p h e r a l -  
a n d  c e n t r a l - t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .
a r e  i n h i b i t e d  b y  t h e  c e n t r a l  G A B A e r g i c  l i g a n d s  d i a z e p a m ,  
c l o n a z e p a m ,  m u s c i m o l  a n d  p e n t o b a r b i t a l ,  b u t  t h e  CBR 
a n t a g o n i s t ,  R o l 5 - 1 7 8 8 ,  was  i n a c t i v e  a g a i n s t  t h e  
c o n v u l s i o n s ,  i m p l y i n g  some p e r t u r b a t i o n  o f  t h e  c e n t r a l  
GABAa r e c e p t o r  c o m p l e x  ( W e i s s m a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 b ) ,
R o 5 - 4 8 6 4 - i n d u c e d  c o n v u l s i o n s  i n  r a t s  h a v e  a l s o  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b e  b l o c k e d  by  d i a z e p a m ,  c l o n a z e p a m  a n d  
p e n t o b a r b i t a l ,  w h i l e  t h e  GABA a n t a g o n i s t ,  b i c u c u l l i n e ,  
e n h a n c e s  t h e  c o n v u l s i o n s  ( R a s t o g i  & T i c k u ,  1 9 8 5 ) .
I n  a d d i t i o n  t o  b e h a v i o u r a l  s t u d i e s ,  b o t h  
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  h a v e  b e e n  
m a d e  on  t h e  c e n t r a l  a c t i o n s  o f  R o 5 - 4 8  6 4 .  T h i s  
p e r i p h e r a l l y - a c t i v e  b e n z o d i a z e p i n e  h a s  b e e n  s ho wn  t o  
i n h i b i t  t h e  G A B A - m e d i a t e d  e x c i t a t o r y  e f f e c t s  o f  
f l u r a z e p a m  o n  t h e  f i r i n g  r a t e s  o f  d o p a m i n e r g i c  n e u r o n e s  
i n  r a t  s u b s t a n t i a  n i g r a  ( M a c N e i l  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
F u r t h e r m o r e  R o 5 - 4 8  64 b l o c k s  t h e  p o t e n t i a t i o n  o f  
m u s c i m o l - e v o k e d  d e p o l a r i z a t i o n  i n  s l i c e s  o f  r a t  c u n e a t e  
n u c l e u s  by  b o t h  f l u r a z e p a m  a n d  p e n t o b a r b i t a l .  R o 5 - 4 8  64 
a l s o  p o t e n t i a t e d  t h e  a n t a g o n i s m  o f  m u s c i m o l  r e s p o n s e s  by  
p i c r o t o x i n  ( S i m m o n d s ,  1 9 8 5 ) .
M a c N e i l  e t  a l . (19 8 3 )  a l s o  r e p o r t e d  t h a t
3R o 5 - 4 8  64 i n h i b i t s  t h e  GABA e n h a n c e m e n t  o f  [ H ] d i a z e p a m
b i n d i n g  t o  r a t  c o r t e x .  I n  a d d i t i o n ,  R o 5 - 4 8 6 4  h a s  b e e n
r e p o r t e d  t o  c o m p e t i t i v e l y  i n h i b i t  t h e  b i n d i n g  o f  t h e
3 5c a g e  c o n v u l s a n t  [ S l TB P S  t o  m e m b r a n e s  f r o m  r a t  c o r t e x  
a n d  c e r e b e l l u m ,  t h o u g h  t h e  i n h i b i t i o n  i s  u n a f f e c t e d  by  
c e n t r a l  G A B A e r g i c  l i g a n d s  ( T i c k u  & R a m a n j a n e y u l u , 1 9 8 4 )  .
From t h e s e  v a r i o u s  b e h a v i o u r a l ,  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  a n d  
b i o c h e m i c a l  s t u d i e s ,  s e v e r a l  w o r k e r s  h a v e  c l a i m e d  t h a t  
R o 5 - 4 8 6 4  e l i c i t s  i t s  p h a r m a c o l o g i c a l  e f f e c t s  i n  t h e  
m a m m a l i a n  b r a i n  by  i m p a i r i n g  c e n t r a l  G A B A e r g i c  
n e u r o t r a n s m i s s i o n .  R a s t o g i  & T i c k u  ( 1 9 8 5 )  go  a s  f a r  a s  
t o  s u g g e s t  t h a t  t h e s e  e f f e c t s  may b e  v i a  a  d i r e c t  
i n t e r a c t i o n  o f  R o 5 - 4 8  64 w i t h  t h e  p i c r o t o x i n  s i t e  o n  t h e  
GABAa r e c e p t o r  c o m p l e x ,  b u t  o t h e r s  s u g g e s t  t h a t  t h e  
a c t i o n  o f  R o 5 - 4 8  64 i s  e i t h e r  v i a  some  o t h e r  s i t e  on  t h e  
c o m p l e x  ( F i l e  & P e l l o w ,  1 9 8 5 )  o r  a n  i n d i r e c t  e f f e c t  on  
t h e  c o m p l e x  ( W e i s s m a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 b ) .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e  
c o n v u l s a n t  e f f e c t s  o f  R o 5 - 4 8 6 4  a r e  v i a  t h e  h i g h  a f f i n i t y  
{ H ] R o 5 - 4 8 6 4  b i n d i n g  s i t e s  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  i s  n o t  
c l e a r ,  t h o u g h  t h e  a u t o r a d i o g r a p h i c  l o c a l i z a t i o n  o f  t h e s e  
s i t e s  r e p o r t e d  by  G e h l e r t  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  m a k e  t h i s  
u n l i k e l y .  Wh a t  t h i s  b r i e f  r e v i e w  o f  t h e  l i t e r a t u r e  on 
p e r i p h e r a l - t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  a c t i v i t y  d o e s  i l l u s t r a t e  
i s  t h a t  f r o m  a n  i n i t i a l  d e t e c t i o n  o f  R o 5 - 4 8 6 4 - s e n s i t i v e  
b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  s i t e s  w h i c h  w e r e  a s s u m e d  t o  b e  
m e r e l y  a c c e p t o r s ,  o f  n o  known f u n c t i o n ,  o u r  k n o w l e d g e  o f  
p e r i p h e r a l - t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  a c t i v i t y  h a s  e x p a n d e d  
s u c h  t h a t  we now h a v e  a  v e r y  c o m p l e x  p h a r m a c o l o g i c a l  
p i c t u r e  w h i c h  h a s  s t i l l  t o  b e  c l a r i f i e d .
2 . 1 . 3 /  I n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s
D e s p i t e  o u r  e x t e n s i v e  k n o w l e d g e  o f  m a m m a l i a n  
c e n t r a l  GABA a n d  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  u n t i l  
r e c e n t l y  t h e r e  wa s  v i r t u a l l y  n o  i n f o r m a t i o n  a v a i l a b l e
r e g a r d i n g  a n y  c o r r e s p o n d i n g  r e c e p t o r s  i n  i n s e c t  CNS. I n
3
a  p h y l o g e n e t i c  s t u d y  o f  [ H ] d i a z e p a m  b i n d i n g  a c t i v i t y ,  
N i e l s e n  e t  a l . ( 1 9 7 8 )  r e p o r t e d  t h a t  t h e  h e a d  g a n g l i a  o f  
f i v e  i n v e r t e b r a t e  s p e c i e s  ( i n c l u d i n g  t h e  l o c u s t )  l a c k e d  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .  T h e s e  a u t h o r s  c o n c l u d e d  t h a t  
b r a i n - s p e c i  f i c  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  h a d  a  l a t e  
e v o l u t i o n a r y  a p p e a r a n c e  w h i c h  c o i n c i d e d  w i t h  t h e  
d e v e l o p n e n t  o f  t h e  h i g h e r  b o n e y  f i s h e s .  I n  a  s e c o n d  
p h y l o g e n e t i c  s t u d y ,  M a n n  & Enna  ( 1 9 8 0 )  r e p o r t e d  t h a t  
c o c k r o a c h  g a n g l i a  e x h i b i t e d  l e s s  t h a n  10% d i s p l a c e m e n t
3
o f  [ H]GABA b i n d i n g  by 0 .1 mM b i c u e u l l i n e ,  a n d  t h e y  
p o s t u l a t e d  t h a t  t h e  e v o l u t i o n  o f  b i  c u c u l l  i n e - s e n s i  t i v e  
GABV r e c e p t o r s  o c c u r r e d  w i t h  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  
v e r t e b r a t e s .  Thus  i t  a p p e a r e d  t h a t  a n y  GA BA r e c e p t o r s  i n  
i n s e c t  CNS w e r e  b i c u c u l l  i n e - i n s e n s i  t i v e  a n d  d i d  n o t  h a v e  
a s s o c i a t e d  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .  B a s e d  o n  l i m i t e d  
s t u d i e s  ( l a r g e l y  i n  c r u s t a c e a n  m u s c l e  a n d  m o l l  us  c a n  
n e u r o n s ) ,  S immonds  ( 1 9 8 3 )  p o s t u l a t e d  t h a t  i n v e r t e b r a t e  
(ABA r e c e p t o r s  i n  g e n e r a l ,  t h o u g h  s e n s i t i v e  t o  m u s c i m o l  
a n d  p i c r o t o x i n ,  a r e  i n s e n s i t i v e  t o  b i  c u c u l l  i n e ,  3 - APS,  
b e n z o d i a z e p i n e s  a n d  p e n t o b a r b i t a l ,  a n d  w e r e  t h e r e f o r e  
v e r y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  c o m p l e x  <3VBAA r e c e p t o r s  o f  
mammal i a n  b r a  i n .
T h e  f i r s t  p o s i t i v e  i n s e c t  G A B A e r g i c  b i n d i n g  
s t u d y  w a s  r e p o r t e d  by A b a l i s  e t  a l . ( 1 9 8 3 )  who  m e a s u r e d
3
t h e  b i n d i n g  o f  [ HlFNZP t o  h o u s e f l y  t h o r a c i c  m u s c l e  
m e m b r a n e s .  Though  t h e  a u t h o r s  c o u l d  n o t  d e t e c t
3 3
[ H l m u s c i m o l  o r  [ H]GABA b i n d i n g  t o  t h e  s a m e  m e m b r a n e s ,
52
t h e  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  was  e n h a n c e d  b y  GABA, 
i m p l y i n g  a  GA B A / b e n  z o d i  a  z e p i  n e  l i n k a g e  i n  t h e s e  t i s s u e s .  
H o w e v e r  t h e r e  w e r e  s t i l l  n o  r e p o r t s  o n  t h e  GABA
r e c e p t o r s  o f  i n s e c t  CNS,  a n d  t h e r e f o r e  a  s t u d y  w a s  m a d e
3 3
o f  [ H ] m u s c i m o l  a n d  [ H]FN ZP b i n d i n g  s i t e s  i n  l o c u s t
CNS. T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  s t u d i e s  a r e  p r e s e n t e d  i n  t h i s
c h a p t e r  a n d  a r e  d i s c u s s e d  i n  p a r a l l e l  w i t h  t h e  m o r e
r e c e n t  r e s u l t s  o f  o t h e r  s t u d i e s  o f  G A B A e r g i c  b i n d i n g
a c t i v i t i e s  i n  i n s e c t  c e n t r a l  t i s s u e s .
2 . 2 )  MATERIALS & METHODS
MATERIALS
A l l  r e a g e n t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  S i g m a  C h e m i c a l
C o r p o r a t i o n  o r  EDH C h e m i c a l s  L t d  u n l e s s  o t h e r w i s e
s t a t e d .  T w o - we e k  o l d  a d u l t  l o c u s t s  (S c h i s t o c e r c a
fchg r e g a r i a ) , i n  t h e  5 i n s t a r ,  w e r e  u s e d  i n  a l l
e x p e r i m e n t s .  L o c u s t s  w e r e  s u p p l i e d  b y  t h e  W e l s h  M o u n t a i n
3
Zoo ,  Co l w y n  B a y ,  W a l e s .  [ H l M u s c i m o l  ( 2 9 . 4  C i / m m o l )  w a s  
o b t a i n e d  f r o m  New E n g l a n d  N u c l e a r  C o r p o r a t i o n
3
( B o s t o n ,  USA ) . [ H l F l u n i  t r a z e p a m  ( 84  C i / m m o l  o r  7 4 
C i / m m o l )  w a s  o b t a i n e d  f  r a n  A mer s ham I n t e r n a t i o n a l  pL c  
( E n g l a n d ) .  C o l d  b e n z o d i a z e p i n e s  w e r e  a  g i f t  f r c m  
H o f f m a n n - L a  R o c h e  L t d .  T h e  GABA a g o n i s t s  m u s c i m o l  a n d  
i s o g u v a c i n e  HCl w e r e  o b t a i n e d  f r c m  C a m b r i d g e  R e s e a r c h  
B i o c h e m i c a l s  L t d .  , E n g l a n d .  S o l u e n e  t i s s u e  s o l u b i l i z e r  
w a s  o b t a i n e d  f r c m  t h e  P a c k a r d  I n s t r u m e n t  Co.
A l l  m e a s u r e m e n t s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e r e  ma de  i n  
t o l u n e  s c i n t i l l a n t  c o n t a i n i n g  30% ( v / v )  T r i t o n  X - 1 0 0  a n d  
0 . 5 %  ( w / v )  PPO,  i n  e i t h e r  a n  LKB 1 2 1 7  R a c k b e t a  l i q u i d  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  o r  a  P a c k a r d  M i n a x i  T r i - C a r b  4000  
S e r i e s  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r ,  u s i n g  a  2 m i n u t e  
c o u n t i n g  p e r i o d  u n l e s s  s t a t e d  o t h e r w i s e .  T h e  c o u n t i n g  
e f f i c i e n c y  w a s  35% a n d  q u e n c h i n g  w a s  c o r r e c t e d  f o r .
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METHODS
2 . 2 . 1 /  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  s y n a p t o s o m a l  m e m b r a n e  
f r a c t i o n ,  P^ G , f r o m  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  
T h e  i n s e c t s  w e r e  d e c a p i t a t e d  a n d  t h e  h e a d s  
s t o r e d  o n  i c e .  Th e  c u t i c l e  o f  t h e  h e a d  w a s  s h a v e d  o f f ,  
frcxn t h e  m o u t h p a r t s  t o  t h e  t o p  o f  t h e  h e a d ,  t o  e x p o s e  
t h e  y e l l o w  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  ( F i g . 4 ) .  The  
g a n g l i a  w e r e  r e m o v e d  i n t o  1 0  mM T r i s H C l ,  pH 7 . 4 ,  
c o n t a i n i n g  0 . 2 5  M s u c r o s e  a n d  1 mM EGTA, a t  4 ° C  ( t i s s u e  
f r o m  5 0 h e a d s / 5  ml )  . The  s u s p e n s i o n  w a s  h o m o g e n i z e d  ( 7  x 
1 0  s t r o k e s )  i n  a  P o t t e r - E l  v e h j  on h c m o g e n i z e r  w i t h  a  
m o t o r  d r i v e n  p e s t l e  ( s p e e d ,  5 0 0  r p n ; r a d i a l  c l e a r a n c e ,  
0 . 1 5  mm).  T h e  r e s u l t i n g  h c m o g e n a t e  w a s  f r a c t i o n a t e d  
a c c o r d i n g  t o  t h e  s c h e m e  s h e w n  i n  F i g . 5 .
2 . 2 . 2 /  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  s y n a p t o s o m a l  m e m b r a n e  f r a c t i o n  
P ^ R f r o m  r a t  b r a i n
T h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  P 2 R f r c m  r a t  b r a i n  w a s  
p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  by B r a e s t r u p  & S q u i r e s  ( 1 9 7 7 ) .  
F r e s h  w h o l e  r a t  b r a i n s  w e r e  h o m o g e n i z e d  ( 7  x  1 0  s t r o k e s )  
i n  0 . 3  2 M s u c r o s e ,  c o n t a i n i n g  1 mM EDTA ( 1 0  m l / b r a i n ) ,  
i n  a  P o t t e r - E L v e h j e m  h c m o g e n i z e r ,  0 . 1 5  mm r a d i a l  
c l e a r a n c e .  T h e  h c m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  x  g  
f o r  5 m i n  a t  5 ° C ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t  w a s  
r e m o v e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 , 0 0 0  x  g f o r  1 0  m i n  a t  5 ° C .  
T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t ,  P2 Rr w a s  r e s u s p e n d e d  i n  a s s a y  
b u f f e r  ( 1 0  mg o r i g i n a l  t i s s u e / 4 0 0  \ x l )  .
______________________
F i g .  4 View o f  t h e  t o p  o f  t h e  h e a d  o f  t h e  l o c u s t  w i t h  t h e  c u t i c l e  s h a v e d  away t o  
e x p o s e  t h e  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n ,  w h i c h  i s  shown d i s s e c t e d  o u t  b e l o w .  
S c a l e  i s  i n  mm.
cn
5 6
Homogenate -  C e n t r i f u g e  500 x g ,  10 min ,  4°C
 S u p e r n a t a n t  P e l l e t
i
5 ml wash
— Combine C e n t r i f u g e  500 x g ,  10 min ,  4°C
 S u p e r n a t a n t  P e l l e t
------------ F i l t e r  t h ro u g h  n y l o n  b o l t i n g  c l o t h  (159 pm)
F i l t r a t e  -  C e n t r i f u g e  500 x g ,  20 mi n ,  4°C
P e l l e t ,  P, S u p e r n a t a n t ,  S-,
I
C e n t r i f u g e  1 0 0 , 0 0 0  x g ,  30 min,  4°C
P e l l e t  S u p e r n a t a n t
I
wash
(20 m l / 20 0  mg s t a r t i n g  m a t e r i a l )
Stand on i c e  30 min 
C e n t r i f u g e  1 0 0 , 0 0 0  x g ,  30 min,  4°C
P e l l e t ,  P^G S u p e r n a t a n t ,  S 2
Resuspend i n  a s s a y  b u f f e r  
(6 m l / 2 0 0  mg s t a r t i n g  m a t e r i a l )
F i g .5  F r a c t i o n a t i o n  scheme f o r  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  
g a n g l i a
3
2 . 2 . 3 /  As s a y  o f  [ H] m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  P ^G
3
A l l  a s s a y s  o f  [ H ] m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  P^G w e r e  
m a d e  i n  t r i p l i c a t e  by t h e  c e n t r i f u g a t i o n  m e t h o d  o f  
M e i n e r s  e t  a l . (19 79 ) .  R e s u s p e n d e d  m e m b r a n e s  ( 4 0 0  p i ,
_ 3
M e t h o d  2 . 2 . 1 )  w e r e  a d d e d  t o  50 p i  a s s a y  b u f f e r  + 10  M
3
GABA p l u s  50 p i  [ H l m u s c i m o l  i n  a s s a y  b u f f e r  ( 10  mM
T r i s H C l ,  pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  0 . 1 5  M c h o l i n e  c h l o r i d e  a n d
1 mM EGTA) ( 1 0  x r e q u i r e d  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n )  i n  a n
E p p e n d o r f  m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e .  The  m i x t u r e  w a s
i n c u b a t e d  f o r  30 m i n  a t  4°C,  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t
1 1 , 5 0 0  x g f o r  5 m i n  i n  a n  MSE M i c r o  C e n t a u r
m i c r o c e n t r i f u g e .  The r e s u l t i n g  p e l l e t  w a s  w a s h e d  t w i c e
w i t h  1 . 5  ml  i c e - c o l d  a s s a y  b u f f e r .  F o l l o w i n g  o v e r n i g h t
s o l u b i l i z a t i o n  o f  t h e  p e l l e t  i n  S o l u e n e  t i s s u e
s o l u b i l i z e r  ( 7 5  p i )  t h e  m i x t u r e  w a s  n e u t r a l i z e d  w i t h  a n
e q u a l  v o l u m e  o f  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  a n d  t h e
m i c r o c e n t r i f u g e  t u b e  b o t t o m  a n d  c o n t e n t s  w e r e  r e m o v e d
i n t o  a  c o u n t i n g  v i a l  w i t h  a  h o t  s c a l p e l  b l a d e .
S c i n t i l l a n t  (5 m l )  w a s  a d d e d  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  was
c o u n t e d .  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  ( b i n d i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  
- 4o f  10 M GABA ) w a s  s u b t r a c t e d  f r o m  t h e  t o t a l  b i n d i n g
- 4( b i n d i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  10 M GABA) t o  g i v e  a 
m e a s u r e  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g .
3
The e f f e c t s  o f  v a r i o u s  l i g a n d s  on  [ H l m u s c i m o l  
b i n d i n g  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  P 2g i n  t h e  s ame  m a n n e r
_3
e x c e p t  t h a t  10 M GABA w a s  r e p l a c e d  by  t e s t  l i g a n d  a t
t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n .  When t h e  e f f e c t  o f  Na+ i o n s  
3
o n  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  w a s  i n v e s t i g a t e d  i n  P 2 G, t h e
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a s s a y  b u f f e r  c o n t a i n e d  0 . 1 5  M NaCl  a n d  1 mM EDTA r a t h e r  
t h a n  0 . 1 5  M c h o l i n e  c h l o r i d e  a n d  1 mM EGTA.
3
2 . 2 . 4 /  A s s a y  o f  [ H ] f l u n i t r a z e p a m  b i n d i n g  i n  P^ Gand  P ^R
3
A l l  a s s a y s  o f  [ H ] f  1 u n i  t r a z  epam b i n d i n g  i n  P^G
a n d  P 2 R w e r e  ma de  by t h e  f i l t r a t i o n  m e t h o d  o f  B r a e s t r u p
& S q u i r e s  ( 1 9 7 7 ) .  Th e  a s s a y  b u f f e r  u s e d  i n i t i a l l y  w a s
3
t h e  s a m e  a s  t h a t  d e s c r i b e d  f o r  t h e  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g
a s s a y s  ( M e t h o d  2 . 2 . 3 ) .  H o w e v e r ,  t h i s  w a s  s u b s e q u e n t l y
r e p l a c e d  by 1 0  mM T r i s H C l ,  pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  0 . 1 5  M
c h o l i n e  c h l o r i d e ,  4 mM CaC^ , a n d  4 mM M g C ^  ( s e e
R e s u l t s  2 . 3  . 1 - 5 ) .  R e s u s p e n d e d  m e m b r a n e s  ( 4 0 0  \ i l ,  M e t h o d s
2 . 2 . 1  & 2) w e r e  a d d e d  t o  5 0  \ x l  a s s a y  b u f f e r  + 1 0 ~ ^  M
3
d i a z e p a m  p l u s  5 0  | i l  [ H ] f l  u n i  t r a z  epa m i n  a s s a y  b u f f e r  ( 10
x  r e q u i r e d  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  [ 3 H]FNZP)  t o  g i v e  a
t o t a l  a s s a y  v o l u m e  o f  5 0 0  \ x l .  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d
f o r  30  m i n  a t  4 ° C  a n d  t h e n  a p p l i e d  t o  a  W h a t m a n  GF/ C
f i l t e r  ( 2 . 5  cm) u n d e r  v a c u u m .  T h e  f i l t e r  w a s  w a s h e d  w i t h
1 0  ml  i c e - c o l d  a s s a y  b u f f e r ,  d r i e d  i n  a n  o v e n  f o r  15
m i n ,  a n d  t h e n  p l a c e d  i n  a  s c i n t i l l a t i o n  v i a l  w i t h  5 ml
s c i n t i l l a n t  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d .  S p e c i f i c
b i n d i n g  w a s  t a k e n  a s  t h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b i n d i n g  i n
- 4t h e  a b s e n c e  a n d  t h e  p r e s e n c e  o f  1 0  M d i a z e p a m .  To
3i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  l i g a n d s  o n  [ H]FNZP
_3
b i n d i n g ,  1 0  M d i a z e p a m  w a s  r e p l a c e d  by t e s t  l i g a n d .
2 . 2 . 5 /  M e a s u r e m e n t  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  by a t o m i c  
a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y
The  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  i n  
r a t  b r a i n ,  l o c u s t  g a n g l i o n ,  a n d  t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  
P 2 R a n d  P 2 G p r e p a r e d  f r o m  t h e s e  t i s s u e s ,  w e r e  m e a s u r e d  
b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y .
P o r t i o n s  o f  t i s s u e  ( 4 0 - 5 0 0  mg w e t  w e i g h t )  w e r e  
p l a c e d  i n  s i l i c a  g l a s s  c r u c i b l e s  a n d  t h e  r e s i d u a l  w a t e r  
w a s  r e m o v e d  b y  h e a t i n g  o v e r  a  b u n s e n  b u r n e r .  The  s a m p l e s  
w e r e  t h e n  d r y - a s h e d  a t  5 5 0 °C  f o r  26 h i n  a  m u f f l e  
f u r n a c e  w i t h  t h e  l i d s  on  t h e  c r u c i b l e s .  F o l l o w i n g  
c o o l i n g  t h e  a s h e d  s a m p l e s  w e r e  s o l u b i l i z e d  i n  10 ml  70% 
(w/w)  HNO^.  A c i d  w a s h e d  g l a s s w a r e  was  u s e d  t h r o u g h o u t .  
The c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h e  
r e s u l t i n g  s a m p l e s  w e r e  m e a s u r e d  i n  a  V a r i a n  AA-27 5 
a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o p h o t o m e t e r .
2 . 2 . 6 /  P h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  P 2 G a n d  P 2 R w i t h  
3
[ H] f l u n i t r a z e p a m
The  l o c u s t  a n d  r a t  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  P 2 G 
a n d  P 2 R w e r e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  w i t h  [^HJFNZP 
f o l l o w i n g  t h e  m e t h o d  o f  M o h l e r  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) .  M e m b r a n e s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  ( 0 . 7 5  mg p r o t e i n / m l )  i n  a s s a y  b u f f e r  
(10 mM T r i s H C l ,  pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  0 . 1 5  M c h o l i n e  
c h l o r i d e ,  4 mM C a C ^  a n d  4 mM M g C ^ )  a n d  i n c u b a t e d  i n
t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  100 pM d i a z e p a m  a t  0°C f o r  30 
m i n  i n  t h e  d a r k .  [ ^H]FNZP was  a d d e d  ( 20  nM f i n a l  
c o n c e n t r a t i o n  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d )  a n d  t h e  m e m b r a n e s  
i n c u b a t e d  f o r  a  f u r t h e r  90 m i n  a t  0 ° C  i n  t h e  d a r k .  The  
s u s p e n s i o n  was  t h e n  i l l u m i n a t e d  f o r  3 m i n  i n  a  R a y o n e t  
P h o t o c h e m i c a l  R e a c t o r  ( S o u t h e r n  New E n g l a n d  U l t r a v i o l e t  
C o . )  u n d e r  ' b l a c k '  l i g h t  o f  p e a k  w a v e l e n g t h  3 50 nm.  The  
m e m b r a n e s  w e r e  w a s h e d  f o u r  t i m e s  w i t h  a s s a y  b u f f e r  ( 1 5 0 0  
v o l u m e s )  c o n t a i n i n g  10 pM d i a z e p a m .  The  w a s h e d ,  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  m e m b r a n e s  w e r e  s u b j e c t e d  t o  
p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s  ( L a e m m l i ,  19 70 ) .  The  g e l s  w e r e  e i t h e r  
s u b j e c t e d  t o  f l u o r o g r a p h y  o r  s l i c e d  a n d  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  s l i c e s  m e a s u r e d .
2 . 2 . 7 /  Po l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s
M e m b r a n e  f r a c t i o n s  ( P 2G & p 2R > w e r e  s u b j e c t e d  
t o  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  u n d e r  d e n a t u r i n g  
c o n d i t i o n s  ( L a e m m l i ,  19 70 ) .  P r i o r  t o  l o a d i n g  on  e i t h e r  
s l a b  o r  d i s c  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s ,  s a m p l e s  ( i n c l u d i n g  
s t a n d a r d s  o f  k n o w n  r e l a t i v e  m o l e c u l a r  m a s s )  w e r e  b o i l e d  
f o r  7 m i n  i n  0 . 1 2 5  M T r i s H C l ,  pH 6 . 8 ,  c o n t a i n i n g  2%
( w / v )  s o d i u m  d o d e c y l s u l p h a t e , 2% ( w / v )  j ^ - m e r c a p t o e t h a n o l  
a n d  0 . 0 0 2 % ( w / v )  b r o m o p h e n o l  b l u e .  B o t h  s l a b  a n d  d i s c  
g e l s  c o n s i s t e d  o f  a  10% ( w / v )  p o l y a c r y l a m i d e  g e l  w i t h  a  
5% ( w / v )  p o l y a c r y l a m i d e  s t a c k i n g  g e l .  D i s c  g e l s  ( 10  x 
0 . 5  cm) w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  a t  0 . 5  m A / g e l  f o r  30 m i n  
a n d  t h e n  a t  2 m A / g e l  u n t i l  t h e  b r o m o p h e n o l  d y e  f r o n t
a p p r o a c h e d  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .  S l a b  g e l
e l e c t r o p h o r e s i s  u t i l i z e d  a n  LKB 2 0 0 1  v e r t i c a l  g e l
a p p a r a t u s  ( g e l  d i m e n s i o n s  1 6  cm x  18 cm x 2 mm) i n  w h i c h
c a s e  t h e  s a m p l e s  w e r e  r u n  i n t o  t h e  g e l  a t  50 V f o r  30
m i n  a n d  t h e  g e l  t h e n  e l e c t r o p h o r e s e d  u n t i l  t h e  d y e  f r o n t
a p p r o a c h e d  t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .  F o l l o w i n g
e l e c t r o p h o r e s i s ,  g e l s  w e r e  f i x e d  a n d  s t a i n e d  i n  45%
( v / v )  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  10% ( v / v )  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d
a n d  0 . 25% ( w / v )  C o o m a s s i e  B r i l l i a n t  B l u e  R - 2 5 0 ,  a n d  t h e n
d e s t a i n e d  i n  30% ( v / v )  e t h a n o l  c o n t a i n i n g  10% ( v / v )
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  D i s c  g e l s  w e r e  a n a l y s e d  i n  a  g e l
s c a n n e r  ( m o d e l  1 3 1 0 ,  F i s o n s )  u s i n g  a  UA-5 a b s o r b a n c e
m o n i t o r  ( F i s o n s )  s e t  a t  5 8 0 „ .  S l a b  g e l s  w e r e  a n a l y s e dnm 3
by  e i t h e r  f l u o r o g r a p h y  o r  s l i c i n g .
2 . 2 . 8 /  F l u o r o g r a p h y  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s
F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  s u b s e q u e n t  
s t a i n i n g  a n d  d e s t a i n i n g  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s ,  t h e  g e l s  
w e r e  d e h y d r a t e d  i n  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  f o r  5 m i n .  The 
d e h y d r a t e d  g e l s  w e r e  i m p r e g n a t e d  w i t h  20% ( w / v )  PPO i n  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  f o r  90 m i n ,  a n d  t h e n  w a s h e d  i n  
d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  a  mi n i mu m o f  3 h .  F o l l o w i n g  w a s h i n g ,  
t h e  g e l s  w e r e  d r i e d  down o n t o  Wh a t ma n  3 mm f i l t e r  p a p e r  
f o r  1 h o n  a n  LKB 2 0 0 3  g e l  d r i e r .  The  d r i e d  g e l  w a s  t h e n  
e x p o s e d  t o  K o d a k  X- Omat  S X - r a y  f i l m  f o r  1 - 3  w e e k s  a t  
- 8 0 ° C ,  a n d  t h e  f l u o r o g r a m  t h e n  d e v e l o p e d  f o r  4 m i n  i n  
Kodak  LX-24  X - r a y  d e v e l o p e r  (20% v / v ) ,  f i x e d  f o r  5 m i n  
i n  Kodak  F X- 4 0  l i q u i d  f i x e r  (20% v / v ) ,  w a s h e d
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e x t e n s i v e l y  a n d  d r i e d .
2 . 2 . 9 /  A n a l y s i s  o f  p o l y a c r y l a m i d e  g e l s  b y  s l i c i n g 
F o l l o w i n g  e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  s u b s e q u e n t  
s t a i n i n g  a n d  d e s t a i n i n g  o f  p o l y a c r y l a m i d e  s l a b  g e l s ,  
i n d i v i d u a l  l a n e s  o f  t h e  g e l  w e r e  r e m o v e d  w i t h  a  s c a l p e l  
a n d  s l i c e d  a t  1 . 7  mm i n t e r v a l s  u s i n g  a  f i x e d  s e r i e s  o f  
r a z o r  b l a d e s .  The  s l i c e s  w e r e  p l a c e d  i n  s c i n t i l l a t i o n  
v i a l s ,  d r i e d ,  a n d  s o l u b i l i z e d  w i t h  H j O j  *^0% w / v )  
c o n t a i n i n g  NH^OH (1% v / v ) .  T o l u e n e  s c i n t i l l a n t  ( 10  m l )  
c o n t a i n i n g  30% ( v / v )  T r i t o n  X - 1 0 0  a n d  0 . 5% ( w / v )  PPO w a s  
a d d e d  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d .
2 . 2 . 1 0 /  P r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n
The  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e s  was  
m e a s u r e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e t  a l .  (19  5 1 ) .  When 
s a m p l e s  w e r e  i n  c h o l i n e - c o n t a i n i n g  b u f f e r s ,  a  w h i t e  
p r e c i p i t a t e  wa s  f o r m e d ,  o n  a d d i t i o n  o f  t h e  F o l i n  
C i o c a l t e u ' s  r e a g e n t .  T h i s  was  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  3 0 0 0  x g f o r  15  m i n  i n  a n  MSE M i s t r a l  6L c e n t r i f u g e .  
I n  t h i s  c a s e  c h o l i n e  was  i n t r o d u c e d  i n t o  t h e  p r o t e i n  
s t a n d a r d s  a n d  t h e s e  w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  s ame 
p r o c e d u r e .  The  t r e a t m e n t  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  v a l u e s  o b t a i n e d  a n d  t h i s  was  c o n f i r m e d  i n  
p a r a l l e l  p r o t e i n  d e t e r m i n a t i o n s  w i t h  b o t h  s a m p l e s  a n d  
s t a n d a r d s  m a d e  u p  i n  b o t h  c h o l i n e - f r e e  a n d  
c h o l i n e - c o n t a i n i n g  b u f f e r s .
The B i o r a d  p r o t e i n  a s s a y  ( B r a d f o r d ,  19 76)  w a s
i n v e s t i g a t e d  a s  a n  a l t e r n a t i v e  t o  t h e  m e t h o d  o f  L o w r y  e  
a l .  (19 5 1 ) .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  t h e  B i o r a d  a s s a y  was  
u n a f f e c t e d  b y  c h o l i n e  c h l o r i d e ,  i t  g a v e  p r o t e i n  v a l u e s  
f o r  u n k n o w n  s a m p l e s  w h i c h  w e r e  20% o f  t h e  v a l u e s  
o b t a i n e d  f o r  t h e  s a me  s a m p l e s  by  t h e  L o w r y  m e t h o d .  
T h e r e f o r e  t o  p e r m i t  c o m p a r i s o n  o f  t h e  r e s u l t s  f r o m  
d i f f e r e n t  b i n d i n g  a s s a y s  t h e  m o d i f i e d  L o w r y  a s s a y  
d e s c r i b e d  a b o v e  w as  u s e d  r o u t i n e l y  f o r  p r o t e i n  
d e t e r m i  n a t i o n .
2 . 3 /  RESULTS
3
2 . 3 . 1 /  The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  t h e  l o c u s t  
g a n g l i o n i c  membr a n e  f r a c t i o n ,  P ^G
The v a r i o u s  a n a l y s e s  o f  t h e  b i n d i n g  o f
3
[ H l m u s c i m o l  t o  P 2 G w e r e  c a r r i e d  o u t  a s  d e s c r i b e d  i n  
2 . 2 . 3 .  I n  a l l  e x p e r i m e n t s  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  
t r i p l i c a t e .
2.  3 . 1 . 1 /  DEVELOPMENT OF THE [ 3H]MUSCIMOL BINDING ASSAY
3
A s t u d y  was  ma d e  o f  t h e  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  
a c t i v i t y  i n  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  t h e  g a n g l i o n  
f r a c t i o n a t i o n  s c h e m e .  H i g h  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  was  
e n c o u n t e r e d  i n  t h e  h o m o g e n a t e  a n d  t h e  P^ p e l l e t  ( l o w  
s p e e d  c e n t r i f u g a t i o n ,  F i g .  5) m a k i n g  i t  i m p o s s i b l e  t o  
o b t a i n  a b s o l u t e  v a l u e s  f o r  b i n d i n g  a c t i v i t y .  H o w e v e r  t h e  
i m p l i c a t i o n  wa s  t h a t  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  t h e  o r i g i n a l  
b i n d i n g  a c t i v i t y  was  c a r r i e d  t h r o u g h  t h e  S ^  s u p e r n a t a n t s  
t o  P 2 G. I n  e a r l y  e x p e r i m e n t s ,  f o l l o w i n g  s o l u b i l i z a t i o n  
o f  t h e  m e m b r a n e  p e l l e t s ,  1 ml  s c i n t i l l a n t  w a s  a d d e d  
d i r e c t l y  t o  t h e  E p p e n d o r f  t u b e  w h i c h  was  t h e n  p u t  i n  a  
m i n i v i a l  f o r  c o u n t i n g .  The  c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  w a s  
i n c r e a s e d  b y  o v e r  50% w h e n  t h e  c o n t e n t s  o f  t h e  E p p e n d o r f  
t u b e  w e r e  p u t  d i r e c t l y  i n t o  t h e  c o u n t i n g  v i a l  a n d  5 ml 
s c i n t i l l a n t  a d d e d .  T r a n s f e r  o f  t h e  E p p e n d o r f  c o n t e n t s  
i n t o  t h e  c o u n t i n g  v i a l  b y  e i t h e r  w a s h i n g  t h r o u g h  w i t h  
s c i n t i l l a n t ,  o r  c u t t i n g  o f f  t h e  b o t t o m  o f  t h e  t u b e  w i t h
s c i s s o r s ,  g a v e  v e r y  v a r i a b l e  c o u n t s .  T h i s  was  a l l e v i a t e d  
b y  r e m o v i n g  t h e  t u b e  b o t t o m s  w i t h  a  h o t  s c a l p e l  b l a d e .  
S o l u b i l i z a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e  p e l l e t  p r o d u c e d  i n  t h e  
b i n d i n g  a s s a y  b y  t h e  r e a g e n t  S o l u e n e  l e d  t o  a s  much a s  
10% c h e m i l u m i n e s c e n c e  w h i c h  was  r e d u c e d  t o  u n d e r  1% by 
n e u t r a l i z a t i o n  o f  t h e  S o l u e n e  w i t h  a n  e q u a l  v o l u m e  o f  
g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  The  a d d i t i o n  o f  a n  a n t i p r o t e a s e  
c o c k t a i l  ( 0 . 1  mM PMSF, 0 . 1  mM b e n z e t h o n i u m  c h l o r i d e ,  2 
mM b e n z a m i d i n e  h y d r o c h l o r i d e )  t o  t h e  p r e p a r a t i v e  b u f f e r s
3
h a d  n o  e f f e c t  on  t h e  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  P 2 G.
2 . 3 . 1 . 2 /  THE EFFECT OF INCREASING PROTEIN
3
The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  ( 2 0  nM) t o  P 2 G was  
m e a s u r e d  o v e r  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0 . 2 5 - 2 . 5  
m g / m l . T o t a l ,  n o n - s p e c i f i c  a n d  s p e c i f i c  b i n d i n g  a r e  
c o m p a r e d  i n  F i g . 6 .  A l l  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  w e r e  
p e r f o r m e d  a t  a  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  1 + 0 . 2  m g / m l .
2 . 3 . 1 . 3 /  TIME COURSE OF [ 3H]MUSCIMOL BINDING TO P 2G
3
The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  ( 20  nM) t o  P 2G w a s  
m e a s u r e d  a t  t i m e s  u p  t o  60 m i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Na+ 
i o n s .  T o t a l ,  n o n - s p e c i f i c  a n d  s p e c i f i c  b i n d i n g  a r e  
c o m p a r e d  i n  F i g . 7 .  B i n d i n g  s a t u r a t e d  i n  10 m i n  a n d  a l l  
s u b s e q u e n t  a s s a y s  e m p l o y e d  a  30 m i n  i n c u b a t i o n  t i m e .
6 6
F i g . 6 E f f e c t  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  on  
t o t a l  ( ■ ) ,  n o n - s p e c i f i c  ( A )  a n d  s p e c i f i c  ( • )
3
[ H ] m u s c i m o l  b i n d i n g  ( 2 0  nM) t o  P 2 G. R e s u l t s  
a r e  t h e  m e a n s  o f  t w o  e x p e r i m e n t s .  A s s a y s  
w e r e  p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e .
F i g . 7  Ti me c o u r s e  o f  t o t a l  ( ■ ) ,  n o n - s p e c i f i c  
( A )  a n d  s p e c i f i c  ( • )  b i n d i n g  o f  [ H ] m u s c i m o l  
( 20  nM) t o  p 2 G * R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  t w o  
e x p e r i m e n t s .  A s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  
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2 . 3 . 1 . 4 /  EFFECT OF INCREASING [ 3 H]MUSCIMOL CONCENTRATION
3
S p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  P^G w a s
3
m e a s u r e d  o v e r  t h e  r a n g e  2 - 2 0  nM [ H l m u s c i m o l ,  a n d  t h e  
r e s u l t i n g  b i n d i n g  c u r v e  i s  s h o w n  i n  F i g . 8 a .  T h e s e  d a t a  
w e r e  t h e n  s u b j e c t e d  t o  S c a t c h a r d  a n a l y s i s  ( S c a t c h a r d ,  
19 49)  ( F i g . 8 b )  w h e r e
B / F  = (B - B ) K  p T 1 max D
3
B = c o n c e n t r a t i o n  o f  b o u n d  [ H l m u s c i m o l
3
F = c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  [ H l m u s c i m o l  
Kd = e q u i l i b r i u m  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t
3
-  t o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  [ H l m u s c i m o llU a  X
b i n d i n g  s i t e s
The l i n e a r  S c a t c h a r d  p l o t  o f  t h e  r a t i o  o f
3
b o u n d  t o  f r e e  [ H l m u s c i m o l  v e r s u s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
b o u n d  [ H l m u s c i m o l  s u g g e s t s  t h e  p r e s e n c e  o f  a  s i n g l e  
c l a s s  o f  b i n d i n g  s i t e s .  F rom t h i s  a n a l y s i s  ( l i n e a r  
r e g r e s s i o n ,  r ,  = 0 . 9 5 )  a  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t ,  K^,  o f  8
3
nM, a n d  a  maximum n u m b e r  o f  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  s i t e s ,  
° f  70 f m o l / m g  p r o t e i n  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h eu l d  X
3
b i n d i n g  o f  2 - 2 0  nM [ H l m u s c i m o l  t o  P ^ G. R o u t i n e l y  t h e  
n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  r e p r e s e n t e d  75% o f  t h e  t o t a l
3
[ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  t o  P 2 G*
69
3
F i g . 8 a )  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  [ H l m u s c i m o l  
c o n c e n t r a t i o n  on  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f
3
[ H l m u s c i m o l  t o  P 2 G, a n d  b )  S c a t c h a r d  
a n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  c u r v e  p r e s e n t e d  i n
a ) .  The  d a t a  a r e  f r c m  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  
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2 . 3 . 1 . 5 /  EFFECT OF Na + IONS ON [ 3H]MUSCIMOL BINDING TO 
P2G
3
B i n d i n g  o f  [ H ] m u s c i m o l  t o  P 2 G was  a s s a y e d  
3
u s i n g  5 - 1 0 0  nM [ H ] m u s c i m o l  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e
o f  Na+ i o n s  ( 15 2  m M ) . The  r e s u l t s  a r e  c o m p a r e d  i n  F i g . 9 .
S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  o f  1 0 - 9 0  nM 
3
[ H l m u s c i m o l  ( F i g s . 9 b & c )  r e v e a l e d  a  s e c o n d  c l a s s  o f
b i n d i n g  s i t e s  o f  KD 78 nM a n d  Bm x  40 5 f m o l / m g  p r o t e i n
i n  t h e  a b s e n c e  o f  s o d i u m ,  a n d  90 nM a n d  B  498D max
f m o l / m g  p r o t e i n  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  s o d i u m .
2 . 3 . 1 . 6 /  EFFECT OF LIGftNDS ON [ 3H]MU3CIMOL BINDING TO 
P2G
The e f f e c t s  o f  GABA, m u s c i m o l ,  i s o g u v a c i n e ,
3 - a m i  n o p r o p a n e  s u l p h o n a t e ,  b i c u c u l l i n e  m e t h i o d i d e ,
3
s o d i u m  p e n t o b a r b i t a l  a n d  f l u n i t r a z e p a m  o n  [ H l m u s c i m o l  
b i n d i n g  ( 2 0  nM) w e r e  s t u d i e d  i n  P 2 G * The d i f f e r e n c e  i n
_3
b i n d i n g  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  10 M GABA 
r e p r e s e n t s  100% s t a n d a r d  b i n d i n g ,  a n d  t h e  I C ^ q i s  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  l i g a n d  w h i c h  p r o d u c e s  50% i n h i b i t i o n  o f  
t h a t  b i n d i n g .  The  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  4 .  The  
e f f e c t  o f  f l u n i t r a z e p a m  i s  n o t  p r e s e n t e d  b e c a u s e  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  S o l u e n e  t h i s  l i g a n d  p r o d u c e d  a  y e l l o w / g r e e n  
c o l o u r a t i o n  w h i c h  i n t e r f e r e d  w i t h  t h e  c o u n t i n g  o f
r a d i o a c t i v i  t y .
72
F i g  . 9  a )  T h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  
3
[ H l m u s c i m o l  t o  P 2G i n  t h e  p r e s e n c e  (O)  a n d  
a b s e n c e  ( • )  o f  Na+ i o n s .  R e s u l t s  a r e  t h e  
m e a n s  o f  t wo  e x p e r i m e n t s .  A s s a y s  w e r e  
p e r f o r m e d  i n  t r i p l i c a t e .
b )  & c )  S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h e  s p e c i f i c  
b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  P 2G i n  t h e  
p r e s e n c e  ( b )  a n d  a b s e n c e  <c)  o f  Na+ i o n s .  
B o t h  b )  & c )  a r e  b a s e d  on  a  l i n e a r  s i n g l e  
s i t e  a n a l y s i s  a n d  d o  n o t  t a k e  a c c o u n t  o f  t h e  
l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  p o i n t  (5 nM, * ) .  
F u r t h e r m o r e  i n  b )  t h e  b i n d i n g  a t  100 nM
3
[ H l m u s c i m o l  i s  n o t  i n c l u d e d .  I n  b o t h  9 b )  &
c )  a  b r o k e n  l i n e  i n d i c a t e s '  t h e  r e s u l t s  
p r e s e n t e d  a b o v e  ( F i g . 8 b )  o f  t h e  S c a t c h a r d
a n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  o f  1 - 2 0  nM
3 • +[ H l m u s c i m o l  t o  P 2g i n  t h e  a b s e n c e  o f  Na
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3
T a b l e  4 E f f e c t  o f  l i g a n d s  o n  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  
P2 G. " N . E "  = No c o n s i s t e n t  e f f e c t  a t  1 mM c o n c e n t r a t i o n .
2 . 3 . 2 /  B e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  s t u d i e s  o n  P ^ G a n d  P ^R
2 . 3 . 2  . 1 /  DEVELOPMENT OF THE [ 3H]FNZP BI NDI NG A SSVY
T h e  c e n t r i f u g a t i o n  a s s a y  u s e d  t o  m e a s u r e
3[ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  ( 2 . 2 . 3 )  w a s  i n i t i a l l y  u s e d  t o
3
a n a l y s e  [ HlFNZP b i n d i n g  t o  t h e  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s ,
P2 G, b u t  t h e  f l  u n i  t r a z  epam i n t e r a c t e d  w i t h  t h e  S o l u e n e
( u s e d  t o  s o l u b i l i z e  t h e  r e s u l t i n g  m e m b r a n e  p e l l e t s )  t o
g i v e  a  y e l l c w / g r e e n  c o l o u r  w h i c h  c a u s e d  e l e v a t i o n  o f  t h e
c o u n t s .  T h e r e f o r e  t h e  f i l t r a t i o n  a s s a y  o f  B r a e s t r u p  &
S q u i r e s  ( 1 9 7 7 )  d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 4  w a s  u s e d  t o  
3
i n v e s t i g a t e  [ HlFNZP b i n d i n g  t o  r a t  b r a i n  membranes .
77
3
S p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o  P 2 R w a s  o b s e r v e d  i n  t h e
p r e s e n c e  o f  EGTA, b u t  t h e  EGTA h a d  t o  b e  r e m o v e d  t o
3
o b t a i n  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ HjFNZP t o  P^G ( s e e
s u b s e q u e n t  r e s u l t s ,  2 . 3 . 2 . 2 - 5 ) .  A l l  t h e  s u b s e q u e n t  
3
a n a l y s e s  o f  [ HjFNZP b i n d i n g  t o  P 2 G a n d  P 2R w e r e  m a d e  b y  
t h e  f i l t r a t i o n  a s s a y  d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 4  u s i n g  a s s a y  
b u f f e r  w h i c h  l a c k e d  EGTA. C o n t r o l  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  
t h a t  t h e r e  w as  n o  s p e c i f i c  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  t o  
GF/ C f i l t e r s  a n d  e t h a n o l  (2% v / v ) ,  a t  a  g r e a t e r  
c o n c e n t r a t i o n  t h a n  t h a t  u s e d  t o  d i s s o l v e  c o l d  l i g a n d ,  
d i d  n o t  a f f e c t  b a c k g r o u n d  b i n d i n g  o f  £ 3H ] f l u n i t r a z e p a m  
t o  e i t h e r  f i l t e r s  o r  m e m b r a n e s .  P r e s o a k i n g  o f  f i l t e r s  i n  
1% ( w / v )  l y s i n e  f o r  10 m i n  p r i o r  t o  t h e i r  u s e  d i d  n o t  
r e d u c e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g .
2 . 3 . 2 . 2 /  BINDING OF [ 3H]FNZP TO P 2R
A r a t  b r a i n  m e m b r a n e  f r a c t i o n ,  P 2R, was
p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 2 .  S p e c i f i c  b i n d i n g  o f  
3
[ H j F N Z P  w a s  o b s e r v e d  i n  b u f f e r s  c o n t a i n i n g  EGTA. 
S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h i s  b i n d i n g  ( F i g . 1 0 )  g a v e  a  KD o f  
6 . 4  nM.
2.  3 .  2 . 3 /  EFFECTS OF C a 2 + , Mg2 + , AND EGTA ON THE BINDING
o f  [ 3 h ] f n z p  t o  p 2g  a n d  p 2r
M e m b r a n e  f r a c t i o n s  w e r e  p r o d u c e d  f r o m  b o t h  
l o c u s t  g a n g l i a  ( P 2G, 2 . 2 . 1 )  a n d  r a t  b r a i n  ( P 2R, 2 . 2 . 2 ) .
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F i g  . 1 0  S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h e  b i n d i n g  o f  
[ ^ H ] FN ZP t o  P^R i n  t h e  p r e s e n c e  o f  EGTA. 
D a t a  a r e  f r o m  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  e m p l o y i n g  
t r i p l i c a t e  a s s a y s .  S i m i l a r  d a t a  w e r e  
o b t a i n e d  i n  a  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t .
BOUND/FREE (x 103 )







The b i n d i n g  o f  20 nM [ 3H]FNZP was  c o m p a r e d  i n  b o t h
p r e p a r a t i o n s  i n  a n  a s s a y  b u f f e r  o f  10 mM T r i s H C l ,  pH
7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  o n l y  0 . 1 5  M c h o l i n e  c h l o r i d e .  S p e c i f i c
b i n d i n g  i n  t h i s  ' b l a n k '  b u f f e r  w as  c o m p a r e d  w i t h
s p e c i f i c  b i n d i n g  i n  t h e  s ame  a s s a y  b u f f e r  c o n t a i n i n g  1
mM EGTA, 4 mM C a C l 2 o r  4 mM M g C l 2 . The  r e s u l t s  a r e
p r e s e n t e d  i n  F i g . 1 1 .
F u r t h e r m o r e  t h e  e f f e c t  o f  i n c r e a s i n g
c o n c e n t r a t i o n s  o f  C a C l 2 ( 0 - 2 0  mM) w a s  i n v e s t i g a t e d  on
[ 3 H]FNZP b i n d i n g  t o  P 2G. S t a n d a r d  [ 3H]FNZP b i n d i n g
(100%)  r e p r e s e n t s  t h e  b i n d i n g  i n  a s s a y  b u f f e r  l a c k i n g  
2+Ca ( o r  EGTA) ,  a n d  was  a l w a y s  e n h a n c e d  ( u p  t o  100%) by
2 + 2+t h e  a d d i t i o n  o f  Ca . The  Ca c o n c e n t r a t i o n  g i v i n g
maximum e n h a n c e m e n t  was  a l w a y s  i n  t h e  1 - 5  mM r a n g e ,  a n d  
2+a  t y p i c a l  Ca - e n h a n c e m e n t  c u r v e  f r o m  f o u r  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s  i s  p r e s e n t e d  i n  F i g . 1 2 .
2 . 3 . 2 . 4 /  DETERMINATION OF TISSUE CONCENTRATIONS OF 
CALCIUM AND MAGNESIUM
The c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  i n  
r a t  b r a i n ,  l o c u s t  g a n g l i o n  a n d  t h e  m e m b r a n e  
p r e p a r a t i o n s ,  P 2R a n d  ? 2 Gf  o b t a i n e d  f r o m  t h e s e  t i s s u e s  
w e r e  d e t e r m i n e d  by  a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y  
( 2 . 2 . 5 ) .  The  r e s u l t i n g  h i s t o g r a m s  a r e  s hown  i n  F i g s .  13 
a n d  1 4 .
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F i g . 11  E f f e c t s  o f  ( 1 )  no  b u f f e r  a d d i t i o n s ,  
( 2 )  1 mM EGTA, ( 3 )  4 mM C a 2+ a n d  ( 4 )  4 mM 
Mg2+ on  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ ^ H] FNZP (20  
nM) t o  P 2 R (A)  a n d  P 2 G (B)  . R e s u l t s  a r e  t h e  
m e a n s  o f  t wo  t o  f o u r  e x p e r i m e n t s  u s i n g  
t r i p l i c a t e  a s s a y s .
SPECIFIC [ 5 H]FLUNITRAZEPAM BINDING 
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CALCIUM CHLORIDE CONC. (mM)
Fi.c(_112 E f f e c t  of  CaCl^ c o n c e n t r a t i o n  on [^H]FNZP b i n d i n g  
(20 nM) t o  P2G. R e s u l t s  a r e  from a s i n g l e  e x p e r i m e n t  










1 2 3 4
F i g .13  C o n c e n t r a t i o n  of  c a l c i u m  in r a t  bra i n  
( 1 ) ,  l o c u s t  g a n g l i o n  (3)  and the  membrane 
p r e p a r a t i o n s  P2r ( 2 )  and P2G (4)  d e r i v e d  from 
them.  The h i s  tog  rams s how the  mean r e s u l t s  of  
t h r e e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  Bars d e n o t e  the  











1 2 3 4
F i g . 14 C o n c e n t r a t i o n  of  magnesium in r a t  br a i n  
( 1 ) ,  l o c u s t  g a n g l i o n  ( 3 )  and the  membrane 
p r e p a r a t i o n s  P2r ( 2 )  and P2G (4)  d e r i v e d  from 
them.  The h i s  tog ram* s how the  mean r e s u l t s  o f  
t h r e e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  Bars d e n o t e  the  
upper and lower v a l u e s  o f  the  t h r e e  r e s u l t s .
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2 . 3 . 2 .  5 /  BINDING OF [ 3H]FNZP TO P 2G
3The b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o  P 2G w a s  m e a s u r e d  by
t h e  f i l t r a t i o n  a s s a y  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( 2 . 2 . 4 ) .  No
3c o n s i s t e n t  d i s p l a c e m e n t  o f  20 nM [ HlFNZP w a s  o b s e r v e d  
w i t h  c o l d  f l u n i t r a z e p a m ,  d i a z e p a m ,  c l o n a z e p a m ,  o r  
R o 5 - 4 8  64 w h e n  a s s a y  b u f f e r  c o n t a i n e d  1 mM EGTA. H o w e v e r
3
[ H]FNZP w a s  d i s p l a c e d  by  c o l d  d i a z e p a m  w h e n  1 mM EGTA 
w a s  r e p l a c e d  by  4 mM C a C l 2 a n d  4 mM M g C l 2 i n  t h e  a s s a y  
b u f f e r  ( s e e  a b o v e ,  2 . 3 . 2 . 3 ) .  A l l  s u b s e q u e n t  a s s a y s  o f
3
[ HlFNZP b i n d i n g  t o  P 2G w e r e  p e r f o r m e d  i n  a s s a y  b u f f e r  
c o n t a i n i n g  4 mM C a C l 2 a n d  4 mM M g C l 2 .
2 . 3 . 2 . 5 . 1 /  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n
3
B i n d i n g  o f  15  nM [ HlFNZP t o  P 2G wa s  m e a s u r e d  
o v e r  t h e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  0 . 0 2 - 0 . 4 2  m g / m l . 
T o t a l ,  n o n - s p e c i f i c  a n d  s p e c i f i c  b i n d i n g  a r e  c o m p a r e d  i n  
F i g . 1 5 .  S p e c i f i c  b i n d i n g  w a s  l i n e a r  w i t h  r e s p e c t  t o  
p r o t e i n  i n  t h i s  r a n g e  a n d  a l l  s u b s e q u e n t  [ 3HlFNZP 
b i n d i n g  a s s a y s  w e r e  p e r f o r m e d  w i t h  a  P 2G p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 2 + 0 . 0  5 mg p r o t e i n / m l .
3
2 . 3 . 2 . 5 . 2 /  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  [ H l F N Z P  c o n c e n t r a t i o n  
S p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ 3H]FNZP t o  P 2g was
3
a s s a y e d  u s i n g  5 - 1 0 0  nM [ H l F N Z P  a n d  a  r e s u l t i n g  b i n d i n g  


























0 . 4 50 . 3 50 . 1 5 0 . 2 50 . 0 50
PROTEIN CONC. ( m g / m l )
Fi g . 15  E f f e c t  of  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  on t o t a l  ( ■ ) ,  
n o n - s p e c i f i c  ( A)  and s p e c i f i c  ( • )  b i n d i n g  of  15 nM 
[^HlFNZP t o  P2G. R e s u l t s  a r e  the  mean of  two e x p e r i m e n t s  
e mp l oy i ng  t r i p l i c a t e  a s s a y s .
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F i g .  1 6 a .  T h e s e  d a t a  w e r e  f u r t h e r  a n a l y s e d  u s i n g  t h e  
l o g a r i t h m i c  r e l a t i o n s h i p  f i r s t  d e s c r i b e d  by  H i l l  ( 1 9 1 0 )  
( F i g . 1 6 b )  w h e r e
l o g  = nHl o g  F - l o g K D
3
B = c o n c e n t r a t i o n  o f  b o u n d  { HlFNZP
3
F = c o n c e n t r a t i o n  o f  f r e e  [ HlFNZP 
Kp = E q u i l i b r i u m  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  o f  
[ 3H1FNZP
3
B = T o t a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  I HlFNZP b i n d i n g  max
s i  t e s
n u = The  H i l l  c o e f f i c i e n t  n
A p l o t  o f  l o g  ( B / [  B -B 1 ) v e r s u s  l o g F ,  known 
a s  t h e  H i l l  p l o t ,  i n d i c a t e s  d e v i a t i o n s  o f  
r e c e p t o r / l i g a n d  i n t e r a c t i o n s  f r c r a  t h e  c l a s s i c  
m a s s - a c t i o n  h y p e r b o l i c  b e h a v i o u r ,  t h e  s l o p e  o f  t h e  l i n e  
g i v i n g  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t ,  n ^ ;  a n  n^  v a l u e  o f  u n i t y  
i n d i c a t e s  a  s i n g l e  p o p u l a t i o n  o f  n o n - i n t e r a c t i n g  s i t e s .  
The  H i l l  c o e f f i c i e n t  o b t a i n e d  f r o m  F i g . 1 6 b  i s  0 . 9 1 .
The  b i n d i n g  d a t a  w e r e  a l s o  s u b j e c t e d  t o  
S c a t c h a r d  a n a l y s i s  ( F i g . 1 6 c ) .  T h e  l i n e a r  S c a t c h a r d
3
a n a l y s i s  o f  t h e  r a t i o  o f  b o u n d  t o  f r e e  [ HlFNZP v e r s u s
3
t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o u n d  ( H l F N Z P  a s s u m e s  t h e  p r e s e n c e  
o f  a s i n g l e  c l a s s  o f  b i n d i n g  s i t e s .  S u c h  a n a l y s e s  g a v e  
K_, v a l u e s  i n  t h e  r a n g e  1 7 - 4 7  nM a n d  B „ v v a l u e s  o f
U  Ulcl X
0 . 4 - 0 . 6  p m o l / m g  p r o t e i n .
N o t e  t h a t  t h e  a b o v e  b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s  
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3
F i . ^ 1 6  a )  E f f e c t  o f  i n c r e a s i n g  [ HlFNZP c o n c e n t r a t i o n  on 
s p e c i f i c  b i n d i n g  of  [^HlFNZP t o  P2G*
b) H i l l  a n a l y s i s ,  and c) S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  the  
b i n d i n g  c ur ve  p r e s e n t e d  in a ) .  The d a t a  a r e  from a 
s i n g l e  e x p e r i m e n t  t y p i c a l  o f  e i g h t ,  u s i n g  t r i p l i c a t e  
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BOUND ( f  m o l / m g  p r o t e i n )
<T>o
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u p  t o  1 m o n t h )  p r i o r  t o  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
R o u t i n e l y  t h e  s p e c i f i c  b i n d i n g  r e p r e s e n t e d  80% o f  t h e  
t o t a l  [ 3H]FNZP b i n d i n g  t o  P 2 G.
2 . 3 . 2 . 5 . 3 /  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  d i s s o c i a t i o n  o f  
[ 3H]FNZP f r o m  P 2G
The  d i s s o c i a t i o n  o f  s p e c i f i c a l l y  b o u n d
3
t  H]FNZP f r o m  P 2G w a s  a n a l y s e d  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 4 .
M e m b r a n e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  15  nM 
3[ HjFNZP f o r  30 m i n r a n d  t h e n ,  f o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  
u n l a b e l l e d  d i a z e p a m  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  mM, 
s a m p l e s  w e r e  f i l t e r e d  a s  d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 4  a t  s e t  t i m e  
p o i n t s .  F rom t h e  r e s u l t i n g  d i s s o c i a t i o n  c u r v e  ( F i g . 1 7 a )  
t h e  t i m e  r e q u i r e d  f o r  50% d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  l i g a n d ,  t ^  
i s  a p p r o x i m a t e l y  4 m i n .
The  b i n d i n g  o f  a  l i g a n d ,  L ,  t o  a  r e c e p t o r ,  R, 
i s  d e s c r i b e d  b y  t h e  e q u a t i o n
k +1
R + L RL
k - i  , a n d
l n ( B / B g )  = - k _ ^ t  
w h e r e  B = [ 3H]FNZP b o u n d  a t  t i m e ,  t  
Bq = [ 3H]FNZP b o u n d  a t  t  = 0
T h u s  a  p l o t  o f  I n ( B / B q ) v e r s u s  t i m e  ( F i g .  1 7 b )  
h a s  a s l o p e  o f  - k . B y  l i n e a r  r e g r e s s i o n  a n a l y s i s  t h e
F i g  . 1 7  a  ) T h e  d i s s o c i a t i o n  o f  [ ^H]FNZP ( 1 5  
nM) f r a n  P 2 G f o l l o w i n g  i n f i n i t e  d i l u t i o n  
w i t h  u n l a b e l l e d  d i a z e p a m ,  a n d  b )  t h e  
s e c o n d a r y  p l o t  o f  t h e  d i s s o c i a t i o n  c u r v e .  
R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n  o f  t wo  e x p e r i m e n t s  
e m p l o y i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s .
Tune 
(nun)





o f f - r a t e  c o n s t a n t ,  f ° r  t h e  d i s s o c i a t i o n  o f  [ H]FNZP
f r o m  P 2 G i s  0 . 1 8 9 m i n
2 . 3 . 2 . 5 . 4 /  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  r a t e  o f  a s s o c i a t i o n  o f  
[ 3H3FNZP w i t h  P 2G
3
S p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ HjFNZP t o  P 2G w a s  
m e a s u r e d  a t  t i m e  p o i n t s  u p  t o  120  m i n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  
t i m e  c o u r s e  o f  a s s o c i a t i o n  o f  [ 3H]FNZP w i t h  P 2G 
( F i g . 1 8 a )  d e m o n s t r a t e s  90% a s s o c i a t i o n  o f  t h e  l i g a n d  i n  
30 m i n .
T h e r e  a r e  t w o  w a y s  i n  w h i c h  t h e  a s s o c i a t i o n
r a t e ,  k + ^ , may b e  c a l c u l a t e d ;  t h e s e  a s s u m e  s e c o n d  o r d e r
o r  p s e u d o - f i r s t  o r d e r  k i n e t i c s .  When d a t a  a r e  t r e a t e d  a s
s e c o n d  o r d e r ,  o n l y  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  b i n d i n g  i s
c o n s i d e r e d  a n d  t h u s  t h e  b o u n d  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n  i s
a s s u m e d  t o  b e  s o  l o w  t h a t  n o  r e v e r s e  r e a c t i o n  o c c u r s .
P s e u d o - f i r s t  o r d e r  on  t h e  o t h e r  h a n d  i n c l u d e s  t h e
r e v e r s e  r e a c t i o n  b u t  a s s u m e s  t h a t  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f
r a d i o a c t i v e  l i g a n d  i s  c o n s t a n t ,  a n d  t h i s  t r e a t m e n t  i s
p r e f e r a b l e  f o r  r e c e p t o r  b i n d i n g  s t u d i e s  ( B y l u n d ,  1 9 8 0 ) .
By f i r s t  o r d e r  t r e a t m e n t ,  a s  a  r e a c t i o n  i s  a l l o w e d  t o  g o
3
t o  e q u i l i b r i u m  t h e  b o u n d  c o n c e n t r a t i o n  o f  [ H]FNZP,  B, 
i s  r e l a t e d  t o  t h e  e q u i l i b r i u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  b o u n d  
[ 3H]FNZP,  Be , ( W i l l i a m s  & L e f k o w i t z ,  19 7 8 ;  B e n n e t t ,
19 78)
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t h u s  :
. l n ( B e / [ B e - B ] ) = ( k ' + 1 + k _ 1 ) t
■ k o b t  
where k'+1 = k+-|L
w h e r e  k ^  r e p r e s e n t s  t h e  e x p e r i m e n t a l l y  o b s e r v e d
a p p a r e n t  r a t e  c o n s t a n t  a n d  i s  o b t a i n e d  b y  p l o t t i n g
l n ( B e / [ B e ~ B ] )  v e r s u s  t i m e .  H o w e v e r  t h i s  a n a l y s i s  g a v e  a
n o n - l i n e a r  s e c o n d a r y  p l o t  ( F i g .  1 8 b ) ,  p o s s i b l y
i n d i c a t i v e  o f  a  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  b i n d i n g  s i t e s .  When
t h e  k . w a s  o b t a i n e d  f r o m  t h e  i n i t i a l  5 m i n  o f  ob
a s s o c i a t i o n ,  a n d  k n o w i n g  k _ ^  ( s e e  a b o v e ,  2 . 3 . 2 . 5 . 3 ) ,  a  
v a l u e  wa s  o b t a i n e d  f o r  o f  0 . 0 0 7 4  m i n ~ ^ n M ~ ^ ,  s i n c e :
k ob ~ k + l L t  + k - l
F u r t h e r m o r e  a  d i s s o c i a t i o n  c o n s t a n t  w a s  t h e n  
d e r i v e d  f r o m  t h e  r a t e  c o n s t a n t s  by  t h e  r e l a t i o n s h i p
KD “  k - i / k + i  
= 2 5 .  5nM
T h i s  v a l u e  i s  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  v a l u e s  
o b t a i n e d  f o r  KD by  e q u i l i b r i u m  b i n d i n g  s t u d i e s  
( 2 . 3 . 2 . 5 . 2 ) .
9 6
F i g  . 18 a )  T h e  a s s o c i a t i o n  o f  [ ^Hl F NZP  ( 1 5  
nM) w i t h  P 2 G a n d  b )  t h e  s e c o n d a r y  p l o t  o f  
t h e  a s s o c i a t i o n  d a t a .  R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n  
o f  t wo  e x p e r i m e n t s  e m p l o y i n g  t r i p l i c a t e  
a s s a y s .
I n  ( B e / ( B c - B ) )
ui o
o
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2 . 3 . 2 . 5 . 5 /  P h a r m a c o l o g y  o f  t h e  b i n d i n g  o f  ( ^ H l FN ZP  t o  
P2G
The  e f f i c a c i e s  o f  a  r a n g e  o f  b e n z o d i a z e p i n e s
i n  d i s p l a c i n g  5 nM [^HlFNZP f r o m  P 2 G a r e  i l l u s t r a t e d  i n
F i g . 1 9 .  The  l i g a n d s  R o 5 - 4 8  64 , d i a z e p a m  a n d  f l u n i t r a z e p a m
w e r e  o f  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  e f f i c a c y  i n  d i s p l a c i n g
[ ^ H l F N Z P  b i n d i n g  ( I C ^ q' 0 . 1  p M ) , b e i n g  o v e r  1 0 0 - f o l d  m o r e
p o t e n t  t h a n  t h e  e n a n t i o m e r s  R o l l - 5 2 3 1  a n d  R o l l - 5 0 7 3 ,  a n d
o v e r  5 0 0 - f o l d  m o r e  p o t e n t  t h a n  c l o n a z e p a m .  H i l l  p l o t
a n a l y s i s  w a s  u s e d  t o  o b t a i n  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t  v a l u e s
( n ^ )  o f  t h e s e  d i s p l a c e m e n t  c u r v e s ;  t h e  H i l l  p l o t  o f
d i s p l a c e m e n t  o f  ( H l F N Z P  b y  f l u n i t r a z e p a m  i s  s h o w n  i n
F i g . 2 0 .  H i l l  c o e f f i c i e n t  v a l u e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r
3
d i s p l a c e m e n t  o f  [ HlFNZP b y  d i a z e p a m ,  f l u n i t r a z e p a m  a n d
R o 5 - 4 8  64 ( T a b l e  5 ) ,  a n d  a l l  t h r e e  i n d i c a t e d  a
h e t e r o g e n e i t y  o f  b i n d i n g  s i t e s ,  h a v i n g  nH v a l u e s
m a r k e d l y  l e s s  t h a n  u n i t y .
F u r t h e r m o r e  0 . 1  mM GABA a n d  i s o g u v a c i n e  b o t h
e n h a n c e d  [ ^Hl FNZP b i n d i n g  t o  P 2 G ( F i g . 2 1 ) .  I n  t wo
s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  ( S . E .  o f  t r i p l i c a t e s  < 3 % ) ,  5 x 
—  6 —810 - 1 0  M m u s c i m o l  e n h a n c e d  ( u p  t o  20%) t h e  b i n d i n g  o f
3
5 nM ( H l F N Z P  ( m e a n s  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  t h a n  c o n t r o l s  
b y  s t u d e n t ' s  t - t e s t ,  p = 0 . 0 5 ) ,  b u t  1 0 ~ 4 M m u s c i m o l  w a s  
w i t h o u t  e f f e c t .  I n c o n s i s t e n t  e n h a n c e m e n t  ( u p  t o  20%) o f
5 nM ( H l F N Z P  b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d  m  t h e  p r e s e n c e  o f  
1 0 ” ‘*-10~® M GABA. I n  e a r l y  e x p e r i m e n t s  e n h a n c e m e n t  o f  
t h e  b i n d i n g  o f  15  nM ["^HlFNZP by  GAEA w a s  o b s e r v e d  i n  a
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F i g . 19 D i s p l a c e m e n t  o f  [^HjFNZP b i n d i n g  (5
nM) t o  P2G by a r an g e  o f  b e n z o d i a z e p i n e s :
A -  Ro5-48 64
O- d i az epam
# -  f l u n i t r a z e p a m
A- R o l 5 - 2 5 3 8
□- R o l l - 5 2 3 1
■-  R o l l - 5 0 7 3
* -  c l on a z e p a m
R e s u l t s  a r e  t he  means o f  two t o  f ou r  
e x p e r i m e n t s  u s i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s .
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F i g . 20 H i l l  a n a l y s i s  of  the  d i s p l a c e m e n t  of  [^HjFNZP (5 
nM) from P 2G by f l u n i t r a z e p a m . R e s u l t s  a r e  the  means of  
t h r e e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s .
LIGAND n H
FLUNITRAZEPAM 0 . 5 8
Ro5 -  4864 0 . 6 4
DIAZEPAM 0 . 7 0
H i l l  c o e f f i c i e n t s  ( nR) f o r  the  d i s p l a c e m e n t  o f  
[^HjFNZP (5 nM) from P^G by f l u n i t r a z e p a m ,  Ro5-48 64 and 


















Fi g . 2 1 Enhancement of  [ H]FNZP b i n d i n g  (5 nM) t o  P^G by 
I ,  0 . 1  mM GABA and I I ,  0 . 1  mM i s o g u v a c i n e .  R e s u l t s  a r e  
the means of  t h r e e  e x p e r i m e n t s  u s i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s ,  
and the  upper and lower  v a l u e s  o f  the  t h r e e  r e s u l t s  a r e  
d e n o t e d  by the b a r s .
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d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r  b u t  t h i s  e f f e c t  was  n o t
r e p r o d u c i b l e .
E f f e c t s  on  [^H]FNZP b i n d i n g  i n  P 2G o f  t h e
b a r b i t u r a t e ,  s o d i u m  p e n t o b a r b i t a l ,  a n d  o f  p i c r o t o x i n i n
w e r e  a l s o  i n v e s t i g a t e d .  H o w e v e r  t h e r e  was  no  s i g n i f i c a n t
e f f e c t  on  t h e  b i n d i n g  by  e i t h e r  l i g a n d  ( a t  0 . 1  mM o r  1
mM) e i t h e r  u n d e r  s t a n d a r d  b i n d i n g  c o n d i t i o n s  o r  w h e n
u s i n g  22°C o r  3 0 ° C  i n c u b a t i o n s ,  T r i s - m a l / t t e  b u f f e r ,  pH
6 . 8 ,  o r  p r e i n c u b a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e s  w i t h  t h e  l i g a n d s
•3
p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f  [ HJFNZP.
2 . 3 . 3 /  P h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  s t u d i e s  on  P ^ G a n d  P^R 
w i t h  [ 3H]FNZP
The m e m b r a n e  f r a c t i o n s  P 2g a n d  P 2R w e r e  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  w i t h  20 nM [ ^ H ] FN Z P ,  
e l e c t r o p h o r e s e d  on  d e n a t u r i n g  p o l y a c r y l a m i d e  s l a b  g e l s  
( F i g . 2 2 ) ,  a n d  t h e  r e s u l t i n g  g e l s  a n a l y s e d  e i t h e r  by  
f l u o r o g r a p h y  o r  s l i c i n g  o f  t h e  g e l  a n d  c o u n t i n g  o f  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  r e s u l t i n g  s l i c e s  ( 2 . 2 . 6 - 9 ) .
P 2G a n d  P 2R w e r e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  i n  
p a r a l l e l  i n  t h e  a b s e n c e  a n d  p r e s e n c e  o f  1 0 ” ^ M d i a z e p a m .  
From t h e  r e s u l t i n g  f l u o r o g r a p h s  o f  f o u r  s u c h  e x p e r i m e n t s  
( F i g . 23)  i t  was  a p p a r e n t  t h a t  a  s i n g l e  p r o t e i n  o f  
4 8 . 5K w a s  s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  i n  P 2R w h e r e a s  P 2G 
s h o w e d  t wo  m a j o r  l a b e l l e d  b a n d s ,  4 5 . 5 + 1 . 5 K  a n d  57+2K,  
a n d  t wo  i n t e r m e d i a t e  p r o t e i n s ,  4 8 . 5 + 0 . 5K a n d  5 3 . 5 + 1 . 5 K  
w e r e  a l s o  l a b e l l e d  t o  a  l e s s e r  d e g r e e .
F u r t h e r m o r e  g e l s  o f  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  P 2G 
w e r e  a n a l y s e d  by  g e l  s l i c i n g  ( F i g . 2 4 ) .  I n  f o u r  s u c h
e x p e r i m e n t s  two s p e c i f i c  p e a k s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e r e
a l w a y s  o b t a i n e d ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  p r o t e i n s  o f  Mr  4 6 + 0 . 7K
a n d  5 9 . 5+2K a n d  t w o  f u r t h e r  p e a k s  w e r e  a l w a y s  o b t a i n e d
c o r r e s p o n d i n g  t o  p r o t e i n s  o f  50+1K a n d  5 3 .  5 + 1 .  5K. P 2G
m e m b r a n e s  w e r e  e l e c t r o p h o r e s e d  on  d i s c  g e l s ,  s t a i n e d
w i t h  C o o m a s s i e  B l u e  a n d  s c a n n e d  a t  A cnA . S u c h  a  s c a n ,58 0 nm '
w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  p a t t e r n  o f  r a d i o a c t i v i t y  o b t a i n e d  
b y  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  P 2G i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
1 0 " 4 M d i a z e p a m  ( F i g . 2 5 ) ,  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h i s  
n o n - s p e c i f i c  l a b e l l i n g  r e f l e c t s  v e r y  c l o s e l y  t h e  p r o t e i n  
p r o f i l e  o f  t h e  m e m b r a n e .
—  8GABA, a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  10 M, e n h a n c e d
t h e  s p e c i f i c  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  P 2G by  15 nM
[ ^H] FNZP i n  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  ( F i g . 2 6 ) .  H o w e v e r ,  1 0 ” 4
M a n d  10 ® M GABA b o t h  f a i l e d  t o  e n h a n c e  t h e
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  P 2G w i t h  20 nM [ 3 H]FNZP i n
- 4t w o  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .  F u r t h e r m o r e  10 M GABA f a i l e d  
t o  e n h a n c e  t h e  l a b e l l i n g  o f  P 2G w i t h  10 nM [ H]FNZP i n  
two  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s .
F i g  . 2 2  S D S - * P o l y a c r y l a m i d e  g e l  (10% w / v )  o f  
l o c u s t  g a n g l i o n i c  P 2 G m e m b r a n e s  (4 l a n e s )  
w i t h  s t a n d a r d s  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t s  a s  
i n d i c a t e d  i n  t h e  r i g h t  h a n d  l a n e .
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F i g . 23  F l u o r o g r a p h  o f  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  
m e m b r a n e s  f r o m  l o c u s t  g a n g l i a  (L)  a n d  r a t  
b r a i n  ( R ) .  M e m b r a n e s  w e r e  p h o t o a f f i n i t y  
l a b e l l e d  w i t h  20 nM [^H]FNZP i n  t h e  p r e s e n c e  
(NS)  a n d  a b s e n c e  (T ) o f  0 . 1  mM u n l a b e l l e d  
d i a z e p a m .  The  m o l e c u l a r  w e i g h t s  o f  t h e  m a j o r  
s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  b a n d s  a r e  a s  
i n d i c a t e d .  The  f l u o r o g r a p h  w as  e x p o s e d  f o r  
10 d a y s ,  a n d  s i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  
i n  f l u o r o g r a p h s  f r o m  f o u r  s e p a r a t e  
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Fi g  .24 S l i c e  p r o f i l e  of  s p e c i f i c  [^H]FNZP (10 nM) 
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  of  P2G* The Pr ° f i l e was o b t a i n e d  
by s u b t r a c t i n g  the  r a d i o a c t i v i t y  o b t a i n e d  by l a b e l l i n g  
in the  p r e s e n c e  from t h a t  o b t a i n e d  in the  a b s e n c e  of  0 . 1  
mM d ia z e p a m .  The p o s i t i o n s  o f  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  
s t a n d a r d s  a r e  as i n d i c a t e d .  S i m i l a r  r e s u l t s  were  
o b t a i n e d  in s l i c e  p r o f i l e s  from f o u r  s e p a r a t e  
e xp e r  imen t s .
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F i g . 2 5 C o m p a r i s o n  o f  t h e  s l i c e  p r o f i l e
o b t a i n e d  on  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  P 2 G w i t h
[^H] FNZP <20 nM) i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 1  mM
d i a z e p a m  ( n o n - s p e c i f i c  l a b e l l i n g )  ( A ) ,  w i t h
t h e  p r o t e i n  p r o f i l e  o f  a  d i s c  g e l  o f  P^G
m e m b r a n e s  s t a i n e d  w i t h  C o o m a s s i e  B l u e  a n d
s c a n n e d  a t  A c o ~ ( B ) .580 nm













F i g . 2 6 Enhancement o f  the  l a b e l l i n g  of  t h e  two major  
p e p t i d e s  ( m o l e c u l a r  w e i g h t s  as i n d i c a t e d )  s p e c i f i c a l l y  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  w i t h  15 nM [ 3h ]FNZP ( • ) ,  when 
l a b e l l e d  in the  p r e s e n c e  of  10 nM GABA ( * ) .  R e s u l t s  were
o b t a i n e d  by g e l  s l i c i n g  and s u b t r a c t i n g  the  p r o f i l e
o b t a i n e d  in the  p r e s e n c e  of  0 . 1  mM d i a z e p a m .  They a r e
the  r e s u l t s  o f  a s i n g l e  e x p e r i m e n t .
2 . 4 /  DISCUSSION
3
2 . 4 . 1 /  The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  t h e  g a n g l i o n i c
m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n , P
An a s s a y  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  w h i c h  e n a b l e s  t h e
3
m e a s u r e m e n t  o f  s p e c i f i c  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  t o  l o c u s t  
g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s .  The a b i l i t y  t o  d e t e c t  s p e c i f i c
3
[ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  p r o b a b l y ,  r e l i e s  t o  a  l a r g e  e x t e n t
o n  t h e  e x t e n s i v e  w a s h i n g  o f  t h e  m e m b r a n e s  p r i o r  t o  a s s a y
s i n c e  m a m m a l i a n  b r a i n  ( G r e e n l e e  e t  a l . ,  19 7 8 a )  a n d
c r a y f i s h  m u s c l e  ( M e i n e r s  e t  a l . ,  19 79)  c o n t a i n
e n d o g e n o u s  s u b s t a n c e s  w h i c h  a p p e a r  t o  i n h i b i t  m u s c i m o l
b i n d i n g  t o  u n w a s h e d  m e m b r a n e s .  M u s c i m o l  w i l l  a c t  a s  a
s u b s t r a t e  f o r  GABA-T f r o m  m a m m a l i a n  b r a i n  ( F o w l e r  e t
a l . ,  1 983  ) ,  b u t  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  e n z y m e
i n t e r f e r e s  w i t h  t h e  l o c u s t  b i n d i n g  a s s a y  a s  i t  s h o u l d
h a v e  b e e n  w a s h e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e s  d u r i n g  t h e i r
p r e p a r a t i o n .  The  a s s a y  o f  [ ^ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  t o  P 2 G
w a s  t e r m i n a t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  o f  t h e  m e m b r a n e s  f r o m
t h e  i n c u b a t i o n  m e d i u m , w h i c h  l e d  t o  h i g h  a p p a r e n t
3
n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l .  H o w e v e r  t h e
3
p o s s i b i l i t y  o f  a  r a p i d  d i s s o c i a t i o n  r a t e  o f  [ H l m u s c i m o l  
f r o m  P 2 G d i c t a t e d  t h a t  c e n t r i f u g a t i o n  b e  u s e d  r a t h e r  
t h a n  f i l t r a t i o n  a s  a  m e a n s  o f  t e r m i n a t i n g  t h e  a s s a y .  
I n d e e d  we now know t h a t  63% o f  [ H l m u s c i m o l  s p e c i f i c a l l y  
b o u n d  t o  f l y h e a d  m e m b r a n e s  d i s s o c i a t e s  i n  1 m i n  ( L u n t  
e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  I t  i s  e v i d e n t  f r o m  t h e  t i m e - c o u r s e  d a t a
( F i g . 7)  t h a t  t h e r e  i s  no  f u r t h e r  i n c r e a s e  i n  s p e c i f i c  
3
b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  a f t e r  t h e  s t a n d a r d  30 m i n  
i n c u b a t i o n  t i m e .  I n d e e d  a  s h o r t e r  i n c u b a t i o n  t i m e  c o u l d
3
b e  u s e d  w i t h o u t  l o s s  o f  s p e c i f i c  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g .
The s t a n d a r d  a s s a y  o f  P 2 G [ ^ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  was
p e r f o r m e d  a t  a n  a v e r a g e  m e m b r a n e  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n
o f  0 . 5 + 0 . 2  m g / m l . F r om F i g . 6 ( E f f e c t  o f  p r o t e i n
3
c o n c e n t r a t i o n  on  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  P 2 G) i t  i s
c l e a r  t h a t  s p e c i f i c  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  i s  l i n e a r  w i t h
r e s p e c t  t o  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h i s  r a n g e .
I n  a d d i t i o n  t o  s o d i u m - i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  o f
GABA, i t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  m a m m a l i a n  b r a i n  a l s o
e x h i b i t s  s o d i u m - d e p e n d e n t  u p t a k e  o f  GABA ( E n n a  & S n y d e r ,
19 7 5 ) .  T h i s  u p t a k e  i s  p o s t u l a t e d  t o  b e  a  g l i a l / n e u r o n a l
r e m o v a l  m e c h a n i s m  f o r  s y n a p t i c  GABA, a n d  i t  i s  known
t h a t  s u c h  u p t a k e  o c c u r s  i n  i n s e c t  CN3 { B e a d l e  e t  a l . ,
1 9 8 5 ;  B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 6 ;  t h i s  t h e s i s ,  3 . 3 . 5 ) .
3
A l t h o u g h  t h e  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  a s s a y  w as  c a r r i e d  o u t  
a t  0 ° C w h i c h  s h o u l d  l i m i t  a  t e m p e r a t u r e - d e p e n d e n t  
p r o c e s s  s u c h  a s  u p t a k e ,  t h e  b i n d i n g  was  c o m p a r e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  Na+ i o n s  ( F i g . 9 ) .  The  d a t a  s h o w  
v e r y  s i m i l a r  b i n d i n g  c u r v e s  o v e r  t h e  r a n g e  1 - 6 0  nM 
[ ^ H l m u s c i m o l ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  Na+ i o n s .  
H o w e v e r ,  when  t h e  [ H l m u s c i m o l  c o n c e n t r a t i o n  r a n g e  w a s  
e x t e n d e d  t o  100 nM, n o n - s a t u r a t i n g  Na+ - d e p e n d e n t  b i n d i n g  
w a s  o b s e r v e d .  F u r t h e r m o r e  i n  t h e  t i m e - c o u r s e  e x p e r i m e n t s  
( F i g . 7)  w h e n  c a r r i e d  o u t  a t  0 ° C ,  20 nM [ ^ H l m u s c i m o l ,  a n d  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Na+ i o n s ,  a n  i n c r e a s e  i n  n o n - s p e c i f i c
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b i n d i n g  i s  o b s e r v e d  a f t e r  3 0 - 4 5  m i n  i n c u b a t i o n  t i m e .  
W h e t h e r  t h e s e  p h e n o m e n a  r e p r e s e n t  b i n d i n g ,  u p t a k e  o r  
a d s o r p t i o n  o f  t h e  l i g a n d  o n t o  t h e  m e m b r a n e  i s  u n c l e a r .  
C o n d u c t a n c e  i n c r e a s e s  e v o k e d  b y  GABA a n d  m u s c i m o l  i n  
s i n g l e  l o b s t e r  m u s c l e  f i b r e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  
r e d u c e d  by  r e p l a c e m e n t  o f  Na+ i o n s  b y  c h o l i n e  i n  t h e  
m e d i u m ;  o n l y  m u s c i m o l - e v o k e d  r e s p o n s e s  w e r e  r e d u c e d  b y  
r e p l a c e m e n t  o f  Na + w i t h  L i + o r  g l u c o s a m i n e  ( C o n s t a n t i  & 
N i s t r i ,  1 9 8 1 ) .  An e x p l a n a t i o n  o f  t h e s e  d a t a  i s  t h a t  
t h e r e  a r e  two  p o p u l a t i o n s  o f  i n h i b i t o r y  a m i n o  a c i d  
r e c e p t o r s  on  l o b s t e r  m u s c l e ,  o n e  p r e f e r r i n g  m u s c i m o l  
( m o d u l a t e d  by  Na+ ) , t h e  o t h e r  p r e f e r r i n g  GABA ( l e s s  
a f f e c t e d  b y  Na + r e m o v a l ) . T h i s  i s  n o t  u n r e a s o n a b l e  a s  De 
F e u d i s  (19 8 0 )  h a s  s u g g e s t e d  t h a t  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  
m u s c i m o l  i n  some p a r t i c u l a t e  f r a c t i o n s  o f  m a m m a l i a n  
b r a i n  m i g h t  n o t  b e  e x c l u s i v e l y  t o  s p e c i f i c  GABA b i n d i n g  
s i t e s .  H o w e v e r ,  B e a d l e  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  
1 mM GABA a n d  m u s c i m o l  b o t h  c a u s e  t h e  d e s e n s i t i z a t i o n  o f  
c u l t u r e d  i n s e c t  n e u r o n e s  a n d  t h a t  c r o s s - d e s e n s i t i z a t i o n  
i s  a l s o  e v i d e n t ,  i m p l y i n g  t h a t  t h e s e  l i g a n d s  a c t  on  a  
common r e c e p t o r  p o p u l a t i o n  i n  i n s e c t  CNS.  A n o t h e r  
p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  g i v e n  by  C o n s t a n t i  & N i s t r i  ( 1 9 8 1 )  
f o r  t h e i r  d a t a  i s  t h a t  Na+ c a n  a f f e c t  d i f f e r e n t i a l l y  t h e  
a f f i n i t y  o f  t h e  s a m e  r e c e p t o r  s i t e  f o r  d i f f e r e n t  GABA 
a g o n i s t s .  T h e r e f o r e  o n e  c a n n o t  r u l e  o u t  t h a t  a t  h i g h e r  
[ ^ H ] m u s c i m o l  c o n c e n t r a t i o n s  Na+ i o n s  d o  a f f e c t  r e c e p t o r  
b i n d i n g .  H o w e v e r ,  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  t h e  GABA u p t a k e  
s y s t e m  w i l l  a l s o  t r a n s p o r t  m u s c i m o l ,  t h o u g h  w i t h  5 0 - f o l d
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l o w e r  a f f i n i t y  t h a n  f o r  GABA ( J o h n s o n  e t  a l . ,  19 7 8 ) .  I t
i s  t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  a  s i m i l a r  s i t u a t i o n  c a n  a r i s e
i n  l o c u s t  c e n t r a l  n e r v o u s  t i s s u e  s u c h  t h a t  a t  h i g h e r
m u s c i m o l  c o n c e n t r a t i o n s  GABA u p t a k e  s y s t e m s  c o n t r i b u t e
3
t o  t h e  m e a s u r e d  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l .  T h i s  w o u l d
r e s u l t  i n  a n  e l e v a t e d  B v a l u e  f o r  t h e  b i n d i n g  o fmax ^
1 0 - 9 0  nM [ ^ H l m u s c i m o l  t o  P 2 G i n  t h e  p r e s e n c e  o f  Na+ i o n s  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  b i n d i n g  i n  t h e  a b s e n c e  o f  Na+ i o n s  
( F i g . 9 ) .  N i p e c o t i c  a c i d  a n d  2 , 4 - d i a m i n o b u t y r a t e  a r e  
c o n s i d e r e d  t o  b e  s p e c i f i c  f o r  t h e  GABA u p t a k e  s i t e  
r a t h e r  t h a n  t h e  r e c e p t o r  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  ( O l s e n ,
19 81)  a n d  t h e s e  c o m p o u n d s  d i s p l a y e d  I C cn v a l u e s  o f
D U
3
g r e a t e r  t h a n  100  pM m  d i s p l a c i n g  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g
f r o m  h o u s e f l y  h e a d  m e m b r a n e s  u n d e r  c o n d i t i o n s  i d e n t i c a l
t o  t h o s e  r e p o r t e d  h e r e  ( L u n t  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e r e f o r e  i t
i s  c o n c l u d e d  t h a t  GABA u p t a k e  s y s t e m s  d o  n o t  c o n t r i b u t e
3
t o  t h e  o b s e r v e d  b i n d i n g  o f  1 - 6 0  nM [ H l m u s c i m o l .
3
The b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  l o c u s t
g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  i s  s a t u r a b l e ,  e x h i b i t i n g  a  o f  10
nM b a s e d  on  a  s i n g l e  s i t e  S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  t h e
3
b i n d i n g  o f  1 - 2 0  nM [ H l m u s c i m o l  ( F i g . 8 b ) .  T h i s  v a l u e
3
i s  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  v a l u e s  q u o t e d  f o r  [ H l m u s c i m o l  
b i n d i n g  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  o f  5 . 1  nM i n  r a t  ( W i l l i a m s  & 
R i s l e y ,  19 79 ) ,  9 nM i n  m o u s e  (Wang e t  a l . ,  19 79)  a n d  3 
nM i n  cow ( G r e e n l e e  & O l s e n . ,  19 79 ) ,  a n d  w i t h  t h e  v a l u e s  
o f  9 nM q u o t e d  f o r  c r a y f i s h  m u s c l e  ( M e i n e r s  e t  a l . ,
19 79 ) a n d  12 nm f o r  t h e  p u r i f i e d  GABA r e c e p t o r  c o m p l e x
n
f r o m  b o v i n e  b r a i n  ( S i g e l  e t  a l . ,  1 9 8 3  ) .  When t h e
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3
c o n c e n t r a t i o n  o f  [ H l m u s c i m o l  was  e x t e n d e d ,  S c a t c h a r d  
a n a l y s i s  ( F i g . 9 c )  o f  t h e  Na+ - i n d e p e n d e n t  b i n d i n g  o f
3
1 0 - 9 0  nM [ H l m u s c i m o l  t o  P£G d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e
o f  a  s e c o n d  b i n d i n g  s i t e  o f  K_ 80 nM a n d  B 400D max
f m o l / m g  p r o t e i n .  The  e x i s t e n c e  o f  t w o  b i n d i n g  s i t e s  o f  
h i g h  a n d  l o w  a f f i n i t y  i s  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  m u l t i p l e  
a f f i n i t i e s  o f  m a m m a l i a n  GABA^ r e c e p t o r  b i n d i n g  a n d  
i n d e e d  i t  i s  t h o u g h t  t h a t  i t  i s  t h e  l o w e r  a f f i n i t y  s t a t e  
o f  t h e  GABA r e c e p t o r  w h i c h  i s  p h y s i o l o g i c a l l y  r e l e v a n t  
( O l s e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  A b a l i s  & E l d e f r a w i  ( 1 9 8 6 )  h a v e
3
a l s o  r e p o r t e d  t wo  a f f i n i t i e s  f o r  ( H l m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  
h o n e y b e e  b r a i n .
The  a v a i l a b i l i t y  o f  t i s s u e  l i m i t e d  s t u d i e s  on
3
t h e  p h a r m a c o l o g y  o f  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  t o  P 2 G. H o w e v e r  
a  s m a l l  r a n g e  o f  l i g a n d s  was  t e s t e d  f o r  a n y  i n h i b i t o r y
3
e f f e c t  on [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  ( T a b l e  4 ) .  R e c e n t l y  t h e r e  
h a s  b e e n  a n  i n c r e a s e  i n  i n t e r e s t  i n  i n v e r t e b r a t e  CNS 
GABA r e c e p t o r s  a n d  s e v e r a l  g r o u p s  h a v e  p r o b e d  i n s e c t  CNS 
w i t h  b o t h  [ ^ H l m u s c i m o l  a n d  [^HlGABA ( L u n t  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;
Lummi s  & S a t t e l l e ,  1 9 8 5 a ;  B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 6 ;
T a n a k a  & M a t s u m u r a ,  1 9 8 5 ;  A b a l i s  & E l d e f r a w i ,  1 9 8 6 ) .  A 
common d e n o m i n a t o r  i n  n e a r l y  a l l  t h e s e  s t u d i e s  i s  a  
v i r t u a l  l a c k  o f  a n y  s e n s i t i v i t y  o f  i n s e c t  CNS GABA 
r e c e p t o r s  t o  b i c u c u l l i n e .  The  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  v a r i o u s  
i n v e r t e b r a t e  b i n d i n g  s t u d i e s  a r e  c o m p a r e d  i n  T a b l e  6 
w i t h  t h e  d a t a  f r o m  a  s e l e c t i o n  o f  m a m m a l i a n  G ABA e r g i c  
b i n d i n g  s t u d i e s  a n d  w i t h  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  i n  t h i s  
t h e s i s  .
Table 6 
REF. ;
Comparison of GABAergic binding studies In Invertebrate and vertebrate 
nervous tissues
T.T - This thesis
I - Lunt et al. (1985)
2 - Jeffery (personal communication)
3 - Abalis & Eldefrawi (1986)
4 - Lummis & Sattelle (1985a)
5 - Breer & Heigenberg (1986) NS denotes 10% displacement of binding,
maximum concentration of ligand not given
6 - Meiners et al. (1979)
7 - Williams & Risley (1979)
8 - Enna & Snyder (1975)
9 - Greenlee et al. (1978b)
KEh . 1
KD(nM) 10 4 BO 40 30 3 4 144 384 100 9 5 4 30 370 100
g
max ( f  mol/mg 70 4 400 20 200 50 4 500 1420 2200 500 500 4 900 680 _
p r o te in )
LIGAND I* Hj MUSCIMOL MUSCIMOL GABA MUSCIMOL GABA GABA MUSCIMOL MUSCIMOL GABA GABA
TISSUE LOCUST HOUSE LOCUST H0NEY3EE COCKROACH LOCUST CRAYFISH RAT RAT RAT
GANGLIA FLY HEAD GANGLIA RRAIN CNS GANGLIA MUSCLE BRAIN BRAIN BRAIN
i c 5 0 (m)
MUSCIMOL 3 x 10“8 3 x 10"8 1 x 1C-7 6 x 10-9 7 x 10“ 7
-4
9 x 10 2 x 1 0 '8 1 x 10"8 - 4 x 1 0 '8
GABA 1 x 10-7 4 x 10"8 9 x 10-8 4 x 10-8 1 x 10"7 - 2 x 10"7 4 x 10-8 4 x 10"7 2 x 10~7
ISOGUVACINE 2 x 10- 7 1 x 10~7 5 x 10"5 -
-4
5 x 10 - 6 x 10~8 - - 2 x 1 0 -7
3APS 3 x 10~6 3 x 10-7 - 3 x 10"5
-4
4 x 10 NS 3 x 10-6 3 x 10"8 3 x 10-7 6 x 10-7
IMIDAZOLE ACETATE - 6 x 10~7 - 1 x 10"6 - - 2 x 10-7 2 x 10~7 2 x IQ"7 9 x 10-7
BICUCULLINE > io '3 -44 x 10 >io~3 > io -3 >10-3 NS 3 x 10- 3 6 x 10~6 4 x 10-6 4 x 10"6
CHLORPROMAZINE - - - - - 1 x 10-7 - - 2 x 10-4 -
IMIPRAMINE - - - - - 1 x 10-7 - - - -
2 , 4 -  DABA - > io -3 - >io“3 - NS > i o - 3 > io~b >io-3 > i o -4
NIPECOTIC ACID - >10-4 '1 0 “ 3 >10-4 >io“3 - >io~3 >io“5 - >10*4
B-ALANINE - - > 1 0 -3 5 x 10-6 >io“3 - - > 1 0 -5 8 x 10” 5 4 x 10"5
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1 2 0
The l a c k  o f  b i c u c u l l i n e  s e n s i t i v i t y  i n  
i n v e r t e b r a t e  GABA b i n d i n g  s t u d i e s  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
m a m m a l i a n  CNS i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  B e a d l e  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  
who r e p o r t e d  t h a t  1 0 ~ ^  M b i c u c u l l i n e  f a i l e d  t o  b l o c k  
G AB A- ev o k e d  c o n d u c t a n c e  i n c r e a s e s  m e a s u r e d  i n  c u r r e n t -  
a n d  v o l t a g e - c l a m p e d  c u l t u r e d  l o c u s t  n e u r o n e s .  H o w e v e r ,  
a p a r t  f r o m  a g r e e m e n t  on  t h e  l a c k  o f  
b i c u c u l l i n e - s e n s i t i v i t y , some  o f  t h e  i n v e r t e b r a t e  
b i n d i n g  s t u d i e s  a r e  c o n f l i c t i n g  on  b o t h  t h e  d e n s i t y  o f  
b i n d i n g  s i t e s  a n d  t h e i r  p h a r m a c o l o g i e s .  A l l  t h e  s t u d i e s  
e x c e p t  t h a t  o f  B r e e r  & H e i l g e n b e r g  (19  8 6 )  a r e  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  p o t e n c i e s  o f  GABA a n d  
m u s c i m o l  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  r a d i o a c t i v e  l i g a n d  u s e d ,  
a n d  t h i s  c h a r a c t e r i s t i c  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  
m a m m a l i a n  GABA^ r e c e p t o r .  A l s o  B e a d l e  e t  a l .  ( 1 9 8 5 )  h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  m u s c i m o l  a n d  GABA a c t  a t  a  common 
p o p u l a t i o n  o f  r e c e p t o r s  i n  c u l t u r e d  c o c k r o a c h  n e u r o n e s .
3
The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  i n  l o c u s t  a n d  h o u s e f l y  CNSs 
( t h i s  t h e s i s ;  L u n t  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  a n d  c r a y f i s h  m u s c l e  
( M e i n e r s  e t  a l . ,  19 79 ) i s  a l s o  s i m i l a r  t o  t h e  m a m m a l i a n  
GABA r e c e p t o r  i n  b e i n g  s e n s i t i v e  t o  i s o g u v a c i n e ,  3 -APS 
a n d  i m i d a z o l e  a c e t a t e  w h e r e a s  [^HlGABA b i n d i n g  i n  
c o c k r o a c h  CNS (Lummis  & S a t t e l l e ,  19 8 5 a )  i s  r e l a t i v e l y  
i n s e n s i t i v e  t o  e i t h e r  i s o g u v a c i n e  o r  3 - A P S .  A f u r t h e r  
d i s c r e p a n c y  l i e s  i n  t h e  1 0 - f o l d  h i g h e r  n u m b e r  o f  b i n d i n g
3
s i t e s  o b s e r v e d  when  u s i n g  [ HlGABA c o m p a r e d  w i t h  
[ ^ H l m u s c i m o l .  T h e r e  i i  a  d a n g e r  ( O l s e n  e t  a l . ,  19 75 ;
M e i n e r s  e t  a l . ,  19 79 ) t h a t  when  w o r k i n g  w i t h  [^HlGABA
t h e  o b s e r v e d  b i n d i n g  c a n  b e  c o n t a m i n a t e d  by  a  
c o n t r i b u t i o n  f r o m  GABA u p t a k e  s i t e s ,  a  p r o b l e m  p r o b a b l y  
n o t  e n c o u n t e r e d  w i t h  n a n o m o l a r  c o n c e n t r a t i o n s  o f
3 3
[ H l m u s c i m o l .  A l t h o u g h  t h e  [ HlGABA b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  
l o c u s t  CNS ( B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  1 9 8 6 )  w a s  i n s e n s i t i v e  
t o  t h e  n e u r o n a l  GABA u p t a k e  i n h i b i t o r ,  DABA, i t  was  a l s o  
i n s e n s i t i v e  t o  m u s c i m o l  a n d  s t r o n g l y  i n h i b i t e d  by  t h e  
u p t a k e  i n h i b i t o r s  c h l o r p r c m a z i n e  a n d  i m i p r a m i n e .  T h e s e  
b i n d i n g  s t u d i e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  Na+ - f r e e  m e d i u m ,  b u t  
t h e  m e m b r a n e s  d i d  n o t  u n d e r g o  t h e  s a me  e x t e n s i v e  w a s h i n g  
a n d  f r e e z e / t h a w  c y c l e s  a s  t h o s e  u t i l i z e d  by  J e f f e r y  
( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . T h e r e f o r e  i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  
t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  c o n t a i n s  s u f f i c i e n t  r e s i d u a l  
Na+ i o n s  t o  p e r m i t  GABA u p t a k e  i n t o  v e s i c u l a t e d  
m e m b r a n e s  o r  [^HlGABA c a n  b i n d  t o  t h e  r e c o g n i t i o n  s i t e  
o f  i t s  t r a n s p o r t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  
o f  Na+ . To a  l e s s e r  e x t e n t  GABA u p t a k e  may c o n t r i b u t e  t o  
t h e  d a t a  o f  Lumrais  & S a t t e l l e  (19 8 5 a )  a s  t h e i r  o b s e r v e d  
[ HlGABA b i n d i n g  i s  d e c r e a s e d  b y  f r e e z i n g ,  w a s h i n g  o r  
d e t e r g e n t  t r e a t m e n t  o f  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  p r i o r  t o  
a s s a y ;  t h e s e  t r e a t m e n t s  e l e v a t e  m a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r  
b i n d i n g  a c t i v i t y  by r e m o v a l  o f  e n d o g e n o u s  GABA ( G r e e n l e a  
e t  a l . ,  19 7 8 a ) .  T h e r e f o r e  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  GABA 
u p t a k e  s i t e s  may m a k e  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i o n  t o  t h e  
h i g h  l e v e l s  o f  l o w  a f f i n i t y  [^HlGABA b i n d i n g  o b s e r v e d  by  
B r e e r  & H e i l g e n b e r g  (19 8 6 )  a n d ,  t o  a  l e s s e r  e x t e n t ,  t o  
t h e  b i n d i n g  o b s e r v e d  by  Lummi s  & S a t t e l l e  (19 8 5 a ) .  T h i s  
w o u l d  e x p l a i n  t h e  d i s c r e p a n c i e s  b e t w e e n  t h e
122
p h a r m a c o l o g i e s  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e s  r e p o r t e d  i n  t h e s e
3
t w o  s t u d i e s  a n d  t h o s e  r e p o r t e d  f o r  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  
s i t e s  ( t h i s  t h e s i s ;  L u n t  e t  a l ,  1 9 8 5 ;  A b a l i s  &
3
E l d e f r a w i ,  19 8 6 )  a n d  f o r  [ HlGABA b i n d i n g  s i t e s  on  
e x t e n s i v e l y  w a s h e d  m e m b r a n e s  ( J e f f e r y ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) .
As d i s c u s s e d  a b o v e ,  t h e  d a t a  i n  T a b l e  6 d o  n o t  
a g r e e  on  t h e  l e v e l  o f  GABA r e c e p t o r  b i n d i n g  a c t i v i t y  i n  
i n s e c t  CNS.  T h e r e  i s  e v i d e n c e  f r o m  s t u d i e s  on  
c h o l i n e r g i c  r e c e p t o r s  t h a t  i n s e c t  r e c e p t o r s  a r e  m o r e  
l a b i l e  t h a n  t h e i r  m a m m a l i a n  c o u n t e r p a r t s  ( F i l b i n  e t  a l . ,
19 8 3 ;  A g u i l a r  & L u n t ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  c o u p l e d  w i t h  s m a l l  
a m o u n t s  o f  t i s s u e  m a y ,  i n  many  c a s e s ,  p r e c l u d e  
m e a n i n g f u l  m e a s u r e m e n t s  o f  r e c e p t o r  a c t i v i t y .  I f  t h e  
[ ^ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  s t u d i e s  on  P^G w e r e  c o n t i n u e d ,  t h e  
u s e  o f  a  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  w h i c h  h a s  u n d e r g o n e  
e x t e n s i v e  f r e e z e / t h a w  a n d  w a s h  c y c l e s  ( J e f f e r y ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n )  may r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  i n  b i n d i n g  by 
r e m o v a l  o f  v e s i c u l a t e d ,  e n d o g e n o u s  GABA. A l s o  F i s h e r  e t  
a l .  ( 1 9 8 6 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  0 . 0 5 %  ( v / v )  T r i t o n X - 1 0 0  i s  
m o r e  e f f i c i e n t  t h a n  s e v e r a l  o s m o t i c  s h o c k / w a s h  c y c l e s  i n  
r e m o v i n g  e n d o g e n o u s  GABA f r o m  m a m m a l i a n  b r a i n  m e m b r a n e s ,  
a n d  s u c h  t r e a t m e n t  may r e s u l t  i n  e n h a n c e d  b i n d i n g  o f
3
[ H l m u s c i m o l  t o  ? 2 G * F u r t h e r m o r e ,  a s  w i l l  b e  d i s c u s s e d
3
l a t e r ,  t h e  b i n d i n g  o f  [ HlFNZP t o  t h e  s ame P£G
2+  •p r e p a r a t i o n  i s  e l e v a t e d  m  t h e  p r e s e n c e  o f  Ca i o n s .
3
H o w e v e r ,  t h e  a s s a y  o f  [ H l m u s c i m o l  b i n d i n g  t o  i n  t h e
2+p r e s e n c e  o f  Ca r a t h e r  t h a n  EGTA, t h o u g h  g i v i n g  m o r e
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c o n s i s t e n t  b i n d i n g ,  d o e s  n o t  g i v e  a n y  s i g n i f i c a n t  
i n c r e a s e  i n  t h e  a m o u n t  o f  b i n d i n g  ( R i l e y ,  p e r s o n a l  
c o m m u n i c a t i o n ) . I n  c o n c l u s i o n ,  f r o m  t h e  c o n s i d e r a t i o n s  
o f  GABA u p t a k e  o u t l i n e d  a b o v e  i t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  GABA r e c e p t o r s  i n  i n s e c t  CNS i s  no  
g r e a t e r  t h a n  200 f m o l / m g  p r o t e i h ,  s u c h  t h a t  i n s e c t  CNS 
may w e l l  p o s s e s s  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  d e n s i t i e s  o f  GABA 
r e c e p t o r s  t h a n  m a m m a l i a n  b r a i n ,  w h e r e  t h e  d e n s i t y  o f  
h i g h  a f f i n i t y  s i t e s  i s  i n  e x c e s s  o f  500 f m o l / m g  p r o t e i n  
( E n n a  & S n y d e r ,  19 75? W i l l i a m s  & R i s l e y ,  19 79 ) .
L o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  e x h i b i t  
s i g n i f i c a n t  d i s p l a c e a b l e  b i n d i n g  o f  t h e  GABA r e c e p t o r
3
a g o n i s t ,  [ H l m u s c i m o l .  T h i s  b i n d i n g  i s  s a t u r a b l e ,  l i n e a r  
w i t h  r e s p e c t  t o  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n ,  a n d  s h o w s  a  
p h a r m a c o l o g i c a l  p r o f i l e  w h i c h  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  a  
p h y s i o l o g i c a l  r e c e p t o r  ( B i r d s a l l  & H u l m e ,  1 9 7 6 ) .  T h i s  
r e c e p t o r  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h e  c o r r e s p o n d i n g  r e c e p t o r  
o n  a r t h r o p o d  m u s c l e ,  b u t  d i f f e r s  i n  i t s  p h a r m a c o l o g y  
f r o m  t h e  m a m m a l i a n  GABAft r e c e p t o r .  An o b v i o u s  
p r o g r e s s i o n  f r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  i s  t o  a s k  t h e  
q u e s t i o n  d o  t h e s e  c e n t r a l  i n s e c t  GABA r e c e p t o r s  p o s s e s s  
a s s o c i a t e d  r e c e p t o r s  f o r  b e n z o d i a z e p i n e s  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  f o r  m a m m a l i a n  GABA^ r e c e p t o r s ?  T h e  q u e s t i o n  h a s  t w o  
c o m p o n e n t s :  f i r s t l y ,  d o e s  i n s e c t  CNS h a v e  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  s i t e s ,  a n d  s e c o n d l y ,  i f  s o ,  a r e  t h e s e  s i t e s  
l i n k e d  t o  GABA r e c e p t o r s ?  T h e s e  q u e s t i o n s  a r e  a d d r e s s e d  
i n  t h e  f o l l o w i n g  s e c t i o n .
2 . 4 . 2 /  The  d e v e l o p m e n t  o f  a n  a s s a y  f o r  t h e  b i n d i n g  o f
3
[ HlFNZP t o  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n ,
The  c e n t r i f u g a t i o n  a s s a y  u s e d  t o  m e a s u r e  t h e  
3
b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  P^G c o u l d  n o t  b e  u s e d  t o
3
i n v e s t i g a t e  t h e  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP i n  t h e  s ame  t i s s u e  
( 2 . 3 . 2 . 1 ) .  T h e r e f o r e  t h e  f i l t r a t i o n  m e t h o d  u s e d  t o  
m e a s u r e  t h e  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o  r a t  b r a i n  m e m b r a n e s  
( B r a e s t r u p  & S q u i r e s ,  19 77)  w a s  s u c c e s s f u l l y  d e v e l o p e d  
u s i n g  m e m b r a n e s ,  f r a n  w h o l e  r a t  b r a i n .  S p e c i f i c ,
s a t u r a b l e  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o  P 2R was  o b s e r v e d  w i t h  a  
Kd o f  6 . 4  nM ( F i g . 1 0 )  c o m p a r e d  w i t h  a  f i g u r e  o f  3 . 4  nM 
r e p o r t e d  f o r  [ H l d i a z e p a m  b i n d i n g  i n  t h e  o r i g i n a l  w o r k  
by  B r a e s t r u p  & S q u i r e s  ( 1 9 7 7 ) .  H o w e v e r ,  n o  c o n s i s t e n t
3
b i n d i n g  o f  [ HJFNZP was  o b s e r v e d  i n  t h e  l o c u s t  
m e m b r a n e s ,  w^ e n  t h i s  f i l t r a t i o n  a s s a y  w a s  u s e d ,
u n t i l  t h e  c a l c i u m  c h e l a t i n g  a g e n t ,  EGTA, was  r e m o v e d
3
f r o m  t h e  a s s a y  b u f f e r ;  s p e c i f i c  [ H]FNZP b i n d i n g  was  
t h e n  o b s e r v e d  i n  P 2 G.
2 . 4 . 3 /  Ef f e c t  o f  C a ^ *  i o n s  o n  [ ^H ] FNZP b i n d i n g  i n  P ^G 
a n d  P ^R
3
S p e c i f i c  [ H ]FNZP b i n d i n g  t o  l o c u s t  g a n g l i o n i c
m e m b r a n e s  was  a b o l i s h e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  1 mM EGTA,
2+ . 2+ a n d  e n h a n c e d  u p  t o  100% by  Ca 1 0 n s ,  w h i l e  Mg 1 0 n s
2+h a d  n o  e f f e c t .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  Ca 1 0 n s  g i v i n g  
m a x i m a l  e n h a n c e m e n t  o f  [ H l F N Z P  b i n d i n g  was  1 - 5  mM. None 
o f  t h e s e  t r e a t m e n t s  (1 mM EGTA, 4 mM C a ^ + o r  4 mM Mg^+ )
3
h a d  a n y  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  on  [ H]FNZP b i n d i n g  i n  r a t
b r a i n  m e m b r a n e s  ( F i g s . 1 1 & 1 2 ) .  T h i s  l a c k  o f  e f f e c t  o f
2+ 3Ca i o n s  on  r a t  b r a i n  m e m b r a n e  [ H l F N Z P  b i n d i n g  i s  i n
a g r e e m e n t  w i t h  o t h e r  w o r k e r s  who r e p o r t  e n h a n c e m e n t  o f
b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  b y  d i v a l e n t  c a t i o n s  s u c h  a s
2+ 2+n i c k e l  ( 1 - 5  mM) b u t  r e p o r t  n o  e f f e c t  o f  Ca o r  Mg 
( 3 . 5 - 1 0 0  mM) ( M a c k e r e r  & K o c h m a n ,  19 7 8 ;  M i z u n o  e t  a l . ,  
1 9 8 2 ;  M i z u n o  e t  a l . ,  1 9 8 3  ) .  H o w e v e r ,  L o  & S n y d e r  ( 1 9 8 3 )
3
h a v e  r e p o r t e d  t h a t  t h e  T y p e  I I  ( H]FNZP b i n d i n g  a c t i v i t y
s o l u b i l i z e d  f r c m  b o v i n e  b r a i n  m e m b r a n e s  i s  e n h a n c e d  by  5 
2+mM Ca , b u t  t h i s  e f f e c t  i s  m a s k e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f
0 . 1  M C l “ w h i c h  h a s  a  s i m i l a r  e n h a n c i n g  e f f e c t .  G a v i s h
e t  a l . (19 8 5 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  2 . 5  mM C a C ^  a f f o r d s
50% p r o t e c t i o n  a g a i n s t  h e a t  i n a c t i v a t i o n  o f  s o l u b i l i z e d
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  f r o m  b o v i n e  b r a i n ,  b u t  o n l y  i n
t h e  p r e s e n c e  o f  500 jjtM GABA. H o w e v e r ,  M i z u n o  e t  a l .
2+( 1 9 8 4 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  Ca d o e s  e n h a n c e  t h e  b i n d i n g  
o f  [ H l d i a z e p a m  t o  s o l u b i l i z e d  m a m m a l i a n  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r  b u t  n o t  i n  m e m b r a n e  f r a g m e n t s ,  r e f l e c t i n g  a  
p o s s i b l e  l o s s  o f  c a t i o n  s p e c i f i c i t y  o n  r e c e p t o r
s o l u b i l i z a t i o n .  The  e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e  w e r e
-  2+  p e r f o r m e d  i n  0 . 1 6  M Cl  , w h i c h  m i g h t  m a s k  a n y  Ca
3
e f f e c t  on  [ H]FNZP b i n d i n g  i n  r a t  b r a i n  m e m b r a n e s  
a c c o r d i n g  t o  L o  & S n y d e r  ( 1 9 8 3 ) ,  a l t h o u g h  t h e  
e x p e r i m e n t s  u s e d  m e m b r a n e  f r a g m e n t s  r a t h e r  t h a n  
s o l u b i l i z e d  r e c e p t o r .  A b o v e  a l l  t h o u g h ,  t h e  r e s u l t s  
p r e s e n t e d  a r e  f r c m  p a r a l l e l  e x p e r i m e n t s  on  l o c u s t  a n d  
r a t  b r a i n  m e m b r a n e s  a n d  s u g g e s t  t h e r e f o r e  t h a t  t h e r e  i s
r e a l  d i f f e r e n c e  i n  t h e  b e h a v i o u r  o f  t h e  t wo  r e c e p t o r  
s i t e s .  T h i s  c o u l d  r e f l e c t  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s p e c i f i t y  
o f  a  c a t i o n  r e c o g n i t i o n  s i t e  a s s o c i a t e d  w i t h  a n y  
G A B A / b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  c o m p l e x  i n  t h e  s y n a p t i c  
m e m b r a n e s  o f  l o c u s t  g a n g l i a  a n d  r a t  b r a i n .  I t  w o u l d  b e  
i n t e r e s t i n g  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  n i c k e l  a n d  
o t h e r  d i v a l e n t  c a t i o n s  o n  [ H]FNZP b i n d i n g  t o  l o c u s t  
g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s .
The  d i f f e r e n c e  i n  e f f e c t s  o f  c a t i o n s  b e t w e e n  
r a t  a n d  l o c u s t  t i s s u e s  was  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  by  
a t o m i c  a b s o r p t i o n  s p e c t r o s c o p y .
2 . 4 . 4 /  M e a s u r e m e n t  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  l e v e l s  i n 
l o c u s t  a n d  r a t  t i s s u e s
G r o s s  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  
b i o l o g i c a l  . t i s s u e s  c a n  b e  m e a s u r e d  b y  a t o m i c  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o s c o p y  ( e g :  t h e  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  o f  s q u i d  
a x o p l a s m ,  B l a u s t e i n  & H o d g k i n ,  19 69 ) .  E s s e n t i a l l y  t h e  
t i s s u e  i s  a s h e d  t o  d e s t r o y  a n y  o r g a n i c  m a t e r i a l ,  t h e  a s h  
i s  d i s s o l v e d  i n  a c i d  a n d  t h e  s a m p l e  i s  t h e n  a d d e d  t o  a  
f l a m e .  The  r a d i a t i o n  a b s o r b e d  by  t h e  a t o m s  c a n  b e  u s e d  
a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  t h o s e  a t o m s  i n  t h e  
s a m p l e .  The  s a m p l e  c a n  e i t h e r  b e  ' w e t '  a s h e d  ( e g :  i n  a 
1 : 1  m i x t u r e  o f  ^ ^ ^ 2  an<  ^ H 2 SO 4 ) o r  ' d r y '  a s h e d  when  a  
s a m p l e  i s  p l a c e d  i n  a  c r u c i b l e  i n  a  m u f f l e  f u r n a c e  w h i c h  
e n s u r e s  a  c o n t r o l l e d  t e m p e r a t u r e  a n d  g o o d  a i r  f l o w .  Dry  
a s h i n g  i s  a d v a n t a g e o u s  o v e r  w e t  a s h i n g  by  b e i n g  s i m p l e ,  
n o t  r e q u i r i n g  s p e c i a l  a p p a r a t u s  a n d  i t  i s  e a s y  t o  u s e
f o r  s e v e r a l  s a m p l e s .  H o w e v e r  d r y  a s h i n g  r u n s  a  g r e a t e r  
r i s k  o f  l o s i n g  e l e m e n t s  t h r o u g h  t h e i r  v o l a t i l i z a t i o n ,  
t h o u g h  i n  c o m p a r i s o n s  o f  w e t  a n d  d r y  a s h i n g  t h e  
m e a s u r e m e n t  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  g a v e  g o o d  a g r e e m e n t  
b e t w e e n  t h e  t w o  m e t h o d s  ( A d r i a n ,  19 7 3 ;  I s a a c  & J o h n s o n ,  
19 7 5 ) .  M o s t  m e t h o d s  r e c o m m e n d  a  t e m p e r a t u r e  o f  5 5 0 - 7 0 0 ° C  
f o r  a s h i n g  o f  s a m p l e s  f o r  c a l c i u m  d e t e r m i n a t i o n ,  b u t  
4 5 0 - 5 0 0 ° C  f o r  m a g n e s i u m  ( B o c k ,  1 9 7 6 ) .  B e c a u s e  t h e  s a m e  
s a m p l e  w a s  t o  b e  u s e d  f o r  b o t h  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  
d e t e r m i n a t i o n s ,  a  c o m p r o m i s e  o f  550°C w a s  u s e d  f o r  
a s h i n g  s a m p l e s .  T h e  c r u c i b l e  i n  w h i c h  t h e  s a m p l e  i s  
a s h e d  i s  a n o t h e r  s o u r c e  o f  p o t e n t i a l  e r r o r  b e c a u s e  
e l e m e n t s  c a n  b e  a d s o r b e d  o n t o  t h e  c r u c i b l e  a n d  n o t  
d i s s o l v e d  w i t h  a c i d .  S i l i c a t e s ,  p h o s p h a t e s  a n d  o x i d e s  
c o m b i n e  r e a d i l y  w i t h  t h e  g l a z e  o f  p o r c e l a i n  c r u c i b l e s  
a n d  t h e r e f o r e  s i l i c a  c r u c i b l e s  w e r e  u s e d .  T h o u g h  s o m e  
w o r k e r s  c l a i m  t h a t  m a g n e s i u m  r e a c t s  w i t h  s i l i c a  
( H a m i l t o n  e t  a l . ,  19 67 ) ,  o t h e r s  d i s a g r e e  ( A d r i a n ,  19 7 3 ) .  
A f u r t h e r  p o s s i b l e  e r r o r  i s  t h a t  u n b u r n t  r e s i d u a l  c a r b o n  
c a n  a b s o r b  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  b u t  t h i s  w a s  a v o i d e d  b y  
u s i n g  a  l o n g  a s h i n g  t i m e .  A l s o  s o m e  e l e m e n t s  c a n  b e  
a d s o r b e d  o n t o  t h e  g l a s s w a r e  u s e d  f o r  h a n d l i n g  t h e  
s a m p l e s ,  b u t  t h i s  i s  n e g l i g i b l e  f o r  c a l c i u m  a n d  
m a g n e s i u m  a t  p H s  b e l o w  1 . 5  ( S m i t h ,  19 73)  a n d  h e n c e  
c o n c e n t r a t e d  n i t r i c  a c i d  w a s  u s e d  t h r o u g h o u t .
E s s e n t i a l l y  a n y  e r r o r s  s h o u l d  b e  m i n i m a l  a n d  o c c u r  i n  
t h e  d e t e r m i n a t i o n  o f  m a g n e s i u m  r a t h e r  t h a n  c a l c i u m ,  
b e c a u s e  c a l c i u m  i s  l e s s  l i k e l y  t h a n  m a g n e s i u m  t o  b e  l o s t
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b y  v o l a t i l i z a t i o n  a t  5 5 0 ° C ,  o r  t o  i n t e r a c t  w i t h  t h e  
c r u c i b l e .
The l e v e l  o f  c a l c i u m  i n  r a t  b r a i n  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  t o  b e  40 \ x g / g  ( M c l l w a i n  & B a c h e l a r d ,  19 71 )  
c o m p a r e d  w i t h  4 4 . 4  \ x g / g  r e p o r t e d  h e r e ,  50% o f  w h i c h  was  
w a s h e d  o u t  i n  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n ,  T^ e b a s a l
l e v e l s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  w h i c h  a r e  n o t  r e m o v e d  
f r o m  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  by  w a s h i n g  a r e  p r o b a b l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  p h o s p h o l i p i d ;  c e r e b r a l  t i s s u e s  e x t r a c t e d  
w i t h  o r g a n i c  s o l v e n t s  w e r e  s h o w n  t o  h a v e  50% o f  t h e  
t o t a l  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  a s s o c i a t e d  w i t h  
d i p h o s p h o i n o s i t i d e  ( F o l c h  e t  a l . ,  19 5 7 ) .  M o s t  
m e a s u r e m e n t s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  i n  i n s e c t  t i s s u e s  
h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  on  w h o l e  i n s e c t s  w h i c h  s h o w  h i g h  
c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n s  d u e  t o  t h e  c u t i c l e  a n d  s u p p o r t i n g  
t i s s u e s .  H o w e v e r ,  l e v e l s  h a v e  b e e n  m e a s u r e d  i n  
h a e m o l y m p h  w h e r e  t h e  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  v a r i e d  f r o m  
40 Mg/ml  i n  t h e  w a s p  ( V e s p u l a ) t o  280 [x g /m l  i n  t h e  
s i l k w o r m  ( B o m b y x ) , a n d  t h e  m a g n e s i u m  c o n c e n t r a t i o n  f r o m  
1 2 . 8  p g / m l  ( w a s p )  t o  571 \ i g / m l  ( s i l k w o r m ) .  F u r t h e r m o r e  
f i g u r e s  may v a r y  b e t w e e n  d i f f e r e n t  a g e s  o f  t h e  i n s e c t  a s  
l e v e l s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  d e c r e a s e  d u r i n g  t h e  
t r a n s i t i o n  f r o m  l a r v a  t o  a d u l t  i n s e c t  ( C h a p m a n ,  1 9 7 5 )  .
I n  s h o r t  t h e  f i g u r e s  p r e s e n t e d  h e r e  ( F i g s . l 3 & 1 4 )  a r e  o f  
t h e  s ame  o r d e r  a s  r e p o r t e d  f o r  h a e m o l y m p h  a n d  t h e  
v a r i a b i l i t y  i n  t h e  m e a s u r e m e n t s  may b e  p a r t i a l l y  
a c c o u n t e d  f o r  by  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  a g e s  o f  t h e  l o c u s t s .
W i t h  r e s p e c t  t o  t h e  b i n d i n g  o f  [^H]FNZP,  t h e
g a n g l i a  s h o w  a  v a r i a b l e  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a l c i u m  o f  130
p g / g  w h i c h  i s  a p p r o x i m a t e l y  e q u i v a l e n t  t o  3 mM. The
m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n s  h a d  v a r i a b l e  l e v e l s  o f  c a l c i u m  i n
t h e  r e g i o n  o f  1 mM. T h e r e f o r e  t h e  a d d i t i o n  o f  b u f f e r
c o n t a i n i n g  4 mM C a C ^  w o u l d  r e s t o r e  t h e  m e m b r a n e
p r e p a r a t i o n s  t o  a  c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n  i n  e x c e s s  o f  t h e
p h y s i o l o g i c a l  l e v e l s .  The  w a s h i n g  o u t  o f  p h y s i o l o g i c a l
l e v e l s  o f  c a l c i u m  f r o m  t h e  r a t  p r e p a r a t i o n s  i s  e a s i l y
r e c t i f i e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  4 mM C a C l 2  a n d  y e t  n o  
3
i n c r e a s e  i n  [ H ] F N Z P  b i n d i n g  w a s  o b s e r v e d .  A s  d i s c u s s e d
3
a b o v e ,  l o c u s t  [ H)FNZP b i n d i n g  e x h i b i t s  a  r e a l  
d i f f e r e n c e  f r o m  t h e  c o m p a r a b l e  b i n d i n g  i n  r a t  b r a i n  
m e m b r a n e s ,  w i t h  r e s p e c t  t o  c a l c i u m .  T h i s  c a l c i u m  e f f e c t  
i n  l o c u s t  m e m b r a n e s  a p p e a r s ,  f r c m  t h e  a t o m i c  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o s c o p y  d a t a ,  t o  b e  o p t i m a l  a t  p h y s i o l o g i c a l  
c a l c i u m  c o n c e n t r a t i o n .
2 . 4 . 5 /  The  b i n d i n g  o f  [ ^ H] FN ZP t o  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
m e m b r a n e  f r a c t i o n ,  P ^G
3
H a v i n g  d i s c o v e r e d  t h a t  s p e c i f i c  [ H jF N Z P
b i n d i n g  c o u l d  b e  o b s e r v e d  i n  P 2 G by  r e p l a c e m e n t  o f  EGTA
w i t h  c a l c i u m ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  b i n d i n g  c o u l d
b e  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r .
The  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  s h o w  s p e c i f i c  
3
s a t u r a b l e  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP w h i c h  i s  l i n e a r  w i t h  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o v e r  t h e  c o n c e n t r a t i o n  u s e d  i n  t h e  
a s s a y  ( F i g . 1 5 ) .  D i a z e p a m  w a s  r o u t i n e l y  u s e d  a s  
d i s p l a c i n g  l i g a n d ,  r a t h e r  t h a n  u n l a b e l l e d  FNZP,  d u e  t o
a v a i l a b i l i t y .  H o w e v e r ,  f r a n  t h e  p h a r m a c o l o g y  e x p e r i m e n t s  
( F i g .  1 9 )  i t  i s  c l e a r  t h a t  t h e  t w o  l i g a n d s  d i s p l a y  v e r y
s i m i l a r  p r o f i l e s  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f
3 3[ H]FNZP b i n d i n g .  The  s t a n d a r d  a s s a y  o f  [ H]FNZP b i n d i n g
w a s  c a r r i e d  o u t  o v e r  a  30 m i n  i n c u b a t i o n  p e r i o d ,  a f t e r
w h i c h  t i m e  o v e r  90% o f  t h e  s p e c i f i c  [ ^H] FNZP b i n d i n g  h a s
a s s o c i a t e d  ( F i g . 1 8 )  .
H o u s e f l y  t h o r a c i c  m u s c l e  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t o
h a v e  a  h i g h  a f f i n i t y  (KD 24 nM) a n d  l o w  a f f i n i t y  (KD 9 9 4
nM) b i n d i n g  s i t e  f o r  [ ^H]FNZP ( A b a l i s  e t  a l . , 1 9 8 3 ) ,
w h i l e  c o c k r o a c h  b a i n  h a s  a  s i n g l e  l e w  a f f i n i t y  s i t e  o f
KD 383 nM ( L u m m is  & S a t t e l l e ,  1 9 8 6  ) .  By S c a t c h a r d
3
a n a l y s i s  t h e  s p e c i f i c  [ HlFNZP b i n d i n g  i n  l o c u s t  P2 G
( F i g . 1 6 c )  e x h i b i t s  a  KQ o f  1 7 - 4 7  nM. D e r i v a t i o n  o f  a
f r om  t h e  k i n e t i c  d a t a  g i v e s  a  v a l u e  o f  26  nM,  i n  g o o d
a g r e e m e n t  w i t h  t h e  e q u i l i b r i u m  b i n d i n g  d a t a .  A c c o r d i n g
t o  C h a n g  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e c e p t o r
s h o u l d  be l e s s  t h a n  0 . 1  x  KD f o r  v a l i d  S c a t c h a r d
a n a l y s i s .  I f  a l l  t h e  b i n d i n g  m e a s u r e d  d o e s  h a v e  a  o f
1 7 - 4 7  nM t h e n  t h i s  c r i t e r i o n  i s  s a t i s f i e d  i n  t h e
e x p e r i m e n t s  r e p o r t e d  h e r e .  T h e  S c a t c h a r d  a n a l y s i s  i s
b a s e d  o n  a  l i n e a r ,  s i n g l e  s i t e  a n a l y s i s  a n d  t h i s  i s
s u p p o r t e d  by t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t  ( 0 . 9 1 ,  F i g .  1 6 b )  w h i c h
3
i s  c l o s e  t o  u n i t y .  [ H l D i a z e p a m  b i n d s  t o  h i g h  a f f i n i t y  
b i n d i n g  s i t e s  i n  r a t  b r a i n  o f  KD 1 - 4  nM ( B r a e s t r u p  & 
S q u i r e s ,  1 9 7 7 ;  M o h l e r  & Oka d a ,  1 9 7 7 ?  B r a e s t r u p  &
3
S q u i r e s ,  1 9 7 8 ) ,  a n d  r a t  b r a i n  a l s o  b i n d s  [ H]FNZP w i t h  
h i g h  a f f i n i t y  (KQ 0 . 5  nM, W a s t e k  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e  d a t a
3
p r e s e n t e d  f o r  l o c u s t  [ H]FNZP b i n d i n g  c a n n o t  b e  a n a l y s e d
f o r  a  b i n d i n g  s i t e  o f  s u c h  h i g h  a f f i n i t y  o w i n g  t o  t h e
3
l o w  s i g n a l  o b t a i n e d  a t  l o w  [ H]FNZP c o n c e n t r a t i o n .
H o w e v e r ,  t h o u g h  t h e  H i l l  a n a l y s i s  o f  t h e  e q u i l i b r i u m
b i n d i n g  d a t a  i s  i n d i c a t i v e  o f  n o n - h e t e r o g e n e i t y ,  o t h e r
3
d a t a  o n  t h e  b i n d i n g  o f  [ Hl FNZP t o  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
m e m b r a n e s  d o  i m p l y  some h e t e r o g e n e i t y .  The  s e c o n d a r y  
a n a l y s i s  o f  t h e  o n - r a t e  d a t a  ( F i g . 1 8 b )  e x h i b i t s  c o m p l e x  
k i n e t i c s ,  i n d i c a t i v e  o f  h e t e r o g e n e i t y  o f  b i n d i n g  s i t e s .  
F u r t h e r m o r e ,  w h e n  H i l l  a n a l y s e s  a r e  m a d e  o f  t h e  c u r v e s
3
f o r  t h e  d i s p l a c e m e n t  o f  [ HJFNZP b y  a  r a n g e ,  o f  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  u n l a b e l l e d  FNZP,  d i a z e p a m  a n d  R o 5 - 4 8  64 
( T a b l e  5 ) ,  t h e  H i l l  c o e f f i c i e n t s  a r e  a l l  b e l o w  u n i t y ,  
i m p l y i n g  t h a t  t h e r e  i s  h e t e r o g e n e i t y  ( o r  n e g a t i v e
3
c o o p e r a t i v i t y ) i n  t h e  b i n d i n g  o f  [ H J F N Z P  t o
3
t h e n  t h e  r a n g e  o f  [ H J F N Z P  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  i n  t h e
3
S c a t c h a r d  a n a l y s i s  o f  [ HJFNZP b i n d i n g  t o  P 2 G i s  n o t  
w i d e  e n o u g h  t o  d e t e c t  a  b i n d i n g  s i t e  o f  h i g h e r  ( o r  
l o w e r )  a f f i n i t y ,  i t  w o u l d  e x p l a i n  why t h e  e q u i l i b r i u m  
b i n d i n g  d a t a  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  a  h o m o g e n e o u s  
p o p u l a t i o n  o f  r e c e p t o r s .  H o w e v e r ,  a n a l y s i s  o f  s u c h  
a d d i t i o n a l  b i n d i n g  s i t e s  i s  p r e s e n t l y  p r e c l u d e d  by  
d i f f i c u l t i e s  i n  o b t a i n i n g  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  m e m b r a n e s  
a n d  t h e  r e l a t i v e l y  l o w  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  
[ 3H]FNZP.
As p o i n t e d  o u t  a b o v e ,  d e r i v a t i o n  o f  KD f r o m  
t h e  k i n e t i c  d a t a  g i v e s  a  v a l u e  o f  26 nM. I t  s h o u l d  b e  
n o t e d  t h o u g h ,  t h a t  t h i s  i s  b a s e d  on  a n  o n - r a t e  d e r i v e d
f r o m  t h e  f i r s t  f i v e  m i n u t e s  o f  a s s o c i a t i o n  ( F i g . 1 8 b )  d u e  
t o  t h e  n o n - l i n e a r  f o r m  o f  t h e  s e c o n d a r y  p l o t  o f  t h e  
a s s o c i a t i o n  d a t a  a n d  h e n c e  t h i s  may b e  a n  u n r e l i a b l e  
f i g u r e .  A l s o  t h e  [ HJFNZP c o n c e n t r a t i o n  w a s  15  nM s u c h  
t h a t  e v e n  t h e  i n i t i a l  r a t e  o f  a s s o c i a t i o n  may h a v e  a  
m a j o r  c o n t r i b u t i o n  f r o m  a  l o w  a f f i n i t y  s i t e .  The  
a p p a r e n t  h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  b i n d i n g  s i t e s  i m p l i e d  by  
t h e  o n - r a t e  d a t a  c a n  b e  f u r t h e r  a n a l y s e d  by  v a r y i n g  t h e
3
c o n c e n t r a t i o n  o f  [ HJFNZP i n  t h e  a s s o c i a t i o n  
e x p e r i m e n t s ,  a n d  t h e  t i m e  o f  p r e i n c u b a t i o n  o f  m e m b r a h e s
3
w i t h  [ HJFNZP i n  t h e  d i s s o c i a t i o n  e x p e r i m e n t s .  I n  t h i s  
w a y  o n e  c a n  d e t e r m i n e  w h e t h e r  t h e  h e t e r o g e n e i t y  i s  
p a r a l l e l  ( d u e  t o  m u l t i p l e  s i t e s )  o r  s e q u e n t i a l  ( d u e  t o  
d i f f e r e n t  f o r m s  o f  t h e  s a m e  s i t e )  ( G a l p e r  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .  
A l s o  u s e  o f  a  l o w e r  [ ^HJFNZP c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  
o n - r a t e  a n a l y s e s  may w e l l  a l l o w  a  b e t t e r  m e a s u r e  o f  a n y  
h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g  s i t e .  H o w e v e r ,  t h i s  i s  l i m i t e d
3
a g a i n  b y  t h e  l o s s  o f  s i g n a l  a t  l o w  [ HJFNZP 
c o n c e n t r a t i o n s .  T h e r e f o r e  a t  p r e s e n t  i t  i s  c o n c l u d e d
3
t h a t  l o c u s t  g a n g l i a  c o n t a i n  s p e c i f i c  s a t u r a b l e  [ H J F N Z P  
b i n d i n g  s i t e s  w h i c h  a r e  p r o b a b l y  a  h e t e r o g e n e o u s  
p o p u l a t i o n .
3
2 . 4 . 6 /  The  p h a r m a c o l o g y  o f  t h e  b i n d i n g  s i t e  f o r  [ H J F N Z P  
* -2— — 2—
The e f f e c t s  o f  v a r i o u s  b e n z o d i a z e p i n e s  on  
[ ^HJ FNZP b i n d i n g  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  P 2 G. F o r  s u c h  a n  
a n a l y s i s ,  n o t  o n l y  s h o u l d  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  r e c e p t o r  
b e  l e s s  t h a n  0 . 1  x ( a s  d i s c u s s e d  f o r  S c a t c h a r d
a n a l y s i s ) ,  b u t  f u r t h e r m o r e  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  
l a b e l l e d  l i g a n d  s h o u l d  b e  l e s s  t h a n  25% o f  t h e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c o l d  l i g a n d  w h i c h  g i v e s  50% 
d i s p l a c e m e n t  o f  t h e  l a b e l l e d  l i g a n d  ( L u n t ,  1 9 8 5 ) ;  i e ,  
f o r  a  l i g a n d  w h o s e  I C ^ q i s  1 0 0  nM t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
l a b e l l e d  l i g a n d  s h o u l d  b e  l e s s  t h a n  25 nM. T h e
3
e x p e r i m e n t s  u t i l i z e d  5 nM [ H]FNZP w h i c h  i s  t h e  l o w e s t  
c o n c e n t r a t i o n  w h i c h  c o u l d  b e  u s e d  w i t h o u t  l o s s  o f  a 
s i g n i f i c a n t  s p e c i f i c  s i g n a l .
3
The p h a r m a c o l o g y  o f  t h e  [ H]FNZP b i n d i n g  s i t e s  
i n  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  ( F i g . 1 9 )  a p p e a r s  t o  
r e s e m b l e  t h e  m a m m a l i a n  p e r i p h e r a l  r e c e p t o r  ( P B R ) a s  
R o 5 - 4 8  6 4 ,  FNZP,  a n d  d i a z e p a m  a r e  a l l  a t  l e a s t  1 0 0 - f o l d
3
m o r e  p o t e n t  t h a n  c l o n a z e p a m  i n  i n h i b i t i n g  [ H]FN ZP
3
b i n d i n g .  S i m i l a r l y ,  t h e  [ HlFNZP b i n d i n g  a c t i v i t y  o f  
b o t h  h o u s e f l y  t h o r a c i c  m e m b r a n e s  ( A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  
a n d  c o c k r o a c h  b r a i n  m e m b r a n e s  ( Lummi s  & S a t t e l l e ,  1 9 8 6 )  
sh o w  p h a r m a c o l o g i e s  w h i c h  a r e  s i m i l a r  t o  t h e  m a m m a l i a n  
PBRs r a t h e r  t h a n  CBRs .  H o w e v e r  i t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  
t h e  d i f f e r e n c e s  i n  p o t e n c i e s  i n  t h e  l o c u s t s  a r e  s m a l l  
c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  o b s e r v e d  i n  m a m m a l i a n  p r e p a r a t i o n s  
( R e g a n  e t  a l ,  1 981?  M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  F u r t h e r m o r e  
R o 5 - 4 8  6 4 ,  FNZP a n d  d i a z e p a m  a r e  e q u i p o t e n t  i n  l o c u s t  
g a n g l i a ,  w h e r e a s  R o 5 - 4 8 6 4  i s  1 0 - f o l d  m o r e  p o t e n t  t h a n  
FNZP a n d  d i a z e p a m  i n  v e r t e b r a t e  p e r i p h e r a l  t i s s u e s  
( R e g a n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  R o l l - 5 0 7 3  i s  1 0 0 - f o l d  m o r e  p o t e n t  
t h a n  i t s  e n a n t i o m e r ,  R o l l - 5 2 3 1 ,  i n  i n h i b i t i n g
3
[ H ] d i a z e p a m  b i n d i n g  i n  r a t  b r a i n  m e m b r a n e s  ( M o h l e r  e t
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a l . ,  19 8 0 )  w h e r e a s  t h e  two  l i g a n d s  s h o w  l i t t l e  
d i f f e r e n c e  i n  t h e i r  e f f i c a c y  i n  i n s e c t  g a n g l i o n ,  
i n d i c a t i n g  f u r t h e r  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  i n s e c t  a n d  
m a m m a l i a n  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  s i t e s .
The e n h a n c e m e n t  o f  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  a f f i n i t y  by  GABA r e c e p t o r  a g o n i s t s  h a s  b e e n  
o b s e r v e d  by  n u m e r o u s  w o r k e r s  ( T a l l m a n  e t  a l . ,  19 78 ;  
M a r t i n  & C a n d y ,  19 7 8 ;  W a s t e k  e t  a l . , 19 78 ) .  S i m i l a r  
b e h a v i o u r  w o u l d  b e  e x p e c t e d  i n  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
b i n d i n g  i f  t h i s  b i n d i n g  i s  l i n k e d  t o  G AB A e r g i c  a c t i v i t y ,  
t h o u g h  m a m m a l i a n  p e r i p h e r a l  r e c e p t o r s  a r e  u n a f f e c t e d  by
3
GABA. GABA h a s  b e e n  s h o wn  t o  e n h a n c e  [ H J F N Z P  b i n d i n g  m  
h o u s e f l y  t h o r a c i c  p r e p a r a t i o n s  ( A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  
H o w e v e r  t h i s  e n h a n c e m e n t  d i f f e r e d  f r o m  t h e  c o m p a r a b l e  
e n h a n c e m e n t  i n  v e r t e b r a t e  t i s s u e s ,  i n  t h a t  i t  w a s  
d o s e - d e p e n d e n t ,  o p t i m a l  a t  70 nM GABA, w h i l e  n o  e f f e c t  
w a s  o b s e r v e d  w i t h  100  jjM GABA. S i m i l a r l y  t h e  [ ^HJ FNZP 
b i n d i n g  t o  c o c k r o a c h  b r a i n ,  o b s e r v e d  by  Lummi s  &
S a t t e l l e  ( 1 9 8 6 ) ,  w a s  e n h a n c e d  b y  49-71% i n  t h e  p r e s e n c e  
o f  100  nM GABA b u t  o n l y  by 15% by 1 pM GABA. A b a l i s  e t  
a l .  ( 1 9 8 3 )  p o s t u l a t e  r e c e p t o r  d e s e n s i t i z a t i o n  a s  a n  
e x p l a n a t i o n  o f  t h e i r  d a t a .  GABA a n d  i t s  a g o n i s t s  
m u s c i m o l  a n d  i s o g u v a c i n e  e x h i b i t e d  v a r i a b l e  e n h a n c i n g
3
e f f e c t s  on  l o c u s t  g a n g l i o n i c  [ HJFNZP b i n d i n g .
3
E n h a n c e m e n t  o f  15  nM [ HJFNZP b i n d i n g  by GABA a n d  
i s o g u v a c i n e  i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r ,  o p t i m a l  a t  10 nM 
( s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  by  A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 3  ) w a s  
o b s e r v e d  i n  e a r l y  e x p e r i m e n t s  b u t  t h i s  e f f e c t  i s  n o t
—  6 —  8r e p r o d u c i b l e .  F u r t h e r m o r e  GABA a n d  m u s c i m o l  a t  10 - 1 0
3
M h a v e  b e e n  s hown  t o  e n h a n c e  5 nM [ H]FNZP b i n d i n g ,  
a l t h o u g h  t h e  l e v e l s  o f  e n h a n c e m e n t  w e r e  n o t  a s  m a r k e d .  
The m o s t  c o n s i s t e n t  e f f e c t  i s  t h e  e n h a n c e m e n t  o f  5 nM
3 _4
[ HJFNZP b i n d i n g  b y  10 M GABA o r  i s o g u v a c i n e .  T h i s  i s
m o r e  r e m i n i s c e n t  o f  t h e  m a m m a l i a n  s y s t e m  w h e r e  i t  i s  t h e
l o w  a f f i n i t y  GABA r e c e p t o r  w h i c h  m e d i a t e s  GABA
e n h a n c e m e n t  o f  [ ^H]FNZP b i n d i n g  ( O l s e n ,  1 9 8 2 ) .  W h e t h e r
t h e s e  d a t a  r e p r e s e n t  i n t e r c h a n g e a b l e  f o r m s  o f  a  common
r e c e p t o r  o r  a  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  GABA o r
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  w h i c h  a r e  l i n k e d  t o g e t h e r  i s
u n k n o w n .  F u r t h e r m o r e ,  b o t h  i n  t h e  p h a r m a c o l o g y
e x p e r i m e n t s  a n d  t h e  p h o t o a f f i n t y  l a b e l l i n g  s t u d i e s ,  t h e
e f f e c t s  o f  GABA o n  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  a r e  n o t  a l w a y s
r e p r o d u c i b l e .  T h e r e  may t h e r e f o r e  b e  a n  a d d e d
c o m p l i c a t i o n  i n  t h a t  t h e  l i n k a g e  b e t w e e n  l o c u s t  c e n t r a l
GABA a n d  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  may b e  q u i t e  w e a k ,
l e a d i n g  t o  i t s  l o s s  i n  some p r e p a r a t i o n s .  A n o t h e r
p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  i f  e n d o g e n o u s  GABA i s  n o t  c o m p l e t e l y
r e m o v e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n ,  i t  may a b o l i s h  a n
—  8e f f e c t  r e q u i r i n g  10 M GABA, w h i l e  a n  e f f e c t  r e q u i r i n g  
1 0 " 4 M GABA w o u l d  p r o b a b l y  s t i l l  b e  o b s e r v e d .  Wh a t  i s  
c l e a r  i s  t h a t  some p r o p o r t i o n  o f  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  o b s e r v e d  i n  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  i s  
l i n k e d  t o  G AB A e r g i c  a c t i v i t y ,  i n  a  m a n n e r  n o t  d i r e c t l y  
a n a l o g o u s  t o  t h e  v e r t e b r a t e  c e n t r a l  GABAA r e c e p t o r .
2 . 4 . 7 /  Ph o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  P ^G w i t h  [ ^H] FNZP
I n  t h e  c a s e  o f  m a m m a l i a n  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s  t h e  c e n t r a l  r e c e p t o r s  d i f f e r  f r o m  t h e i r  
p e r i p h e r a l  c o u n t e r p a r t s  i n  t h e i r  s u s c e p t i b i l i t y  t o  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  w i t h  FNZP (Thomas  & T a l l m a n ,  
1 9 8 1 ;  M a r a n g o s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  I n  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
p r e p a r a t i o n s  t wo  m a j o r  a n d  t w o  m i n o r  p r o t e i n s  a r e  
l a b e l l e d  a s  s h o w n  b o t h  by  f l u o r o g r a p h y  a n d  g e l  s l i c i n g  
( F i g s . 2 3 & 2 4 )  a n d  i n  t h i s  r e s p e c t  t h e  l o c u s t  
b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  a c t i v i t y  r e s e m b l e s  t h e  m a m m a l i a n  
c e n t r a l  r a t h e r  t h a n  p e r i p h e r a l  t y p e  r e c e p t o r s .  H o w e v e r ,  
i n  t h e  s ame  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s ,  t h e  l o c u s t  p r o t e i n s  
l a b e l l e d  w e r e  o f  d i f f e r e n t  t o  t h e  s i n g l e  l a b e l l e d  
p r o t e i n  f r o m  r a t  b r a i n  ( F i g . 2 3 ) .
The v a r i a b i l i t y  o f  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  
l a b e l l i n g  r e p o r t e d  b y  d i f f e r e n t  g r o u p s  h a s  a l r e a d y  b e e n  
b r i e f l y  d e s c r i b e d  i n  t h e  I n t r o d u c t i o n  ( 2 . 1 . 2 . 1 )  t o  t h i s  
c h a p t e r .  E s s e n t i a l l y  t h e  s i n g l e  l a b e l l e d  p r o t e i n  i n  r a t  
m e m b r a n e s  o f  a p p r o x i m a t e  Mr  50k  r e p o r t e d  h e r e  i s  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  s e v e r a l  o t h e r  w o r k e r s  ( M o h l e r  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ;  Th o ma s  & T a l l m a n ,  1 9 8 1 ;  C a r l i n  & S i e k e v i t z ,  1 9 8 4 )  . 
The  h e t e r o g e n e o u s  p r o f i l e  o f  p r o t e i n s  l a b e l l e d  i n  t h e  
l o c u s t  m e m b r a n e s  i s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  m o s t  
h e t e r o g e n e o u s  m a m m a l i a n  l a b e l l i n g  p r o f i l e ,  o b t a i n e d  w i t h  
h i p p o c a m p a l  m e m b r a n e s  ( S i e g h a r t  & K a r o b a t h ,  19 8 0 ) ,  w h e r e  
f o u r  p r o t e i n s  o f  Mr s  5 1 k ,  5 3 k ,  55k  a n d  5 9 k  w e r e  
l a b e l l e d .  F u r t h e r m o r e  i t  was  t h e  p r o t e i n s  o f  Mr  5 1 k  a n d  
55k w h i c h  w e r e  m o s t  s t r o n g l y  l a b e l l e d .  I n d e e d  o n l y  t w o
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p r o t e i n s  o f  51k  a n d  5 5 k  w e r e  r e p o r t e d  t o  b e  l a b e l l e d  
i n  r a t  h i p p o c a m p u s  i n  a  l a t e r  p a p e r  ( E i c h i n g e r  &
S i e g h a r t , 19 8 4) .
3
The o n l y  s t u d y  o f  [ H]FNZP p h o t o a f f i n i t y  
l a b e l l i n g  o f  b r a i n  t i s s u e s  o t h e r  t h a n  m a m m a l i a n  i s  t h e  
r e c e n t  w o r k  o f  H e b e b r a n d  e t  a l .  (19 8 6 a ) .  M o u s e  b r a i n  
p o s s e s s e d  a  s i n g l e  l a b e l l e d  p r o t e i n  o f  5 3 k ,  b u t  
t h o u g h  a n  i d e n t i c a l l y  s i z e d  p r o t e i n  w a s  l a b e l l e d  i n  c a l f  
b r a i n ,  t w o  o t h e r  p r o t e i n s  o f  56k  a n d  5 9 k  w e r e  a l s o  
l a b e l l e d  w i t h  e q u a l  i n t e n s i t y  a n d  a  f o u r t h  p r o t e i n  o f  Mr  
54k  w a s  w e a k l y  l a b e l l e d .  C h i c k  b r a i n  e x h i b i t e d  t w o  
e q u a l l y  l a b e l l e d  p r o t e i n s  o f  Mr s  53k  a n d  5 4 k  ( t h i s  h a s  
b e e n  c o n f i r m e d  i n  o t h e r  a v i a n s ,  H e b e b r a n d  e t  a l . ,  1 9 8 6 b )  
a n d  f r o g  b r a i n  h a d  a m a j o r  l a b e l l e d  p r o t e i n  o f  Mr  53k  
a n d  a m i n o r  l a b e l l e d  p r o t e i n  o f  Mr  4 7 k .  T h i s  
d e m o n s t r a t e s  t h a t  s p e c i e s  v a r i a t i o n s  may e x i s t  a m o n g s t  
c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  b u t  f u r t h e r m o r e  t h e  
p h y l o g e n e t i c a l l y  o l d e s t  s p e c i e s  t e s t e d  w a s  a  f i s h  
( t r o u t )  w h i c h  h a d  t wo  m a j o r  l a b e l l e d  p r o t e i n s  o f  M 47k 
a n d  5 5 k  w i t h  a n  i n t e r m e d i a t e  p r o t e i n  o f  53k  a l s o  
w e a k l y  l a b e l l e d .  I n  o t h e r  w o r d s  t h e  s p e c i e s  w h o s e  
l a b e l l i n g  p a t t e r n  i s  t h e  m o s t  s i m i l a r  t o  t h a t  r e p o r t e d  
h e r e  f o r  l o c u s t  i s ,  p h y l o g e n e t i c a l l y ,  t h e  o l d e s t  
s p e c i e s .
E v i d e n t l y  t h e  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  s i t e s  o f
3
l o c u s t  CNS c a n  b e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  w i t h  [ HlFNZP,  
b u t  t h e  l a b e l l i n g  p a t t e r n  i s  d i f f e r e n t  f r o m  a n y  
p u b l i s h e d  p a t t e r n  f o r  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  i n  m a m m a l i a n  b r a i n .  H o w e v e r  t h e  
l o c u s t  g a n g l i o n i c  p a t t e r n  i s  q u i t e  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  
f i s h  b r a i n .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e  t w o  m a j o r  l a b e l l e d  
p r o t e i n s  i n  l o c u s t  m e m b r a n e s  c o r r e s p o n d  t o  t h e  t wo  
p u r p o r t e d  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  o f  51k  a n d  5 5 k ,  
a n d  t h e r e f o r e  t o  T y p e  I  a n d  T y p e  I I  c e n t r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  a s  p o s t u l a t e d  by  H i r s c h  e t  a l .
( 1 9 8 5 )  ( s e e  2 . 1 . 2 . 1 ) ,  o n e  c a n  n o t  i n f e r  a t  p r e s e n t .  T h i s  
m i g h t  b e  f u r t h e r  e l u c i d a t e d  by  r e p e a t i n g  t h e  l a b e l l i n g  
i n  t h e  p r e s e n c e  o f  T y p e  I  r e c e p t o r - s p e c i f i c  l i g a n d s  s u c h  
a s  t h e  f i - c a r b o l i n e s , a n d  o b s e r v i n g  i f  t h e r e  i s  a n y  l o s s  
o f  s p e c i f i c a l l y  l a b e l l e d  b a n d s .
An a d d i t i o n a l  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  h e t e r o g e n e i t y  
o f  b e n z o d i a z e p i n e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  i s  d i f f e r i n g  
e x t e n t s  o f  g l y c o s y l a t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r s  ( S w e e t n a m  & 
T a l l m a n ,  1 9 8 6 ) .  W h e t h e r  o r  n o t  t h i s  m i g h t  e x p l a i n  t h e  
h e t e r o g e n e i t y  o f  l a b e l l e d  p r o t e i n s  i n  l o c u s t  m e m b r a n e s  
i s  u n k n o w n ,  t h o u g h  o n e  m i g h t  g a i n  i n f o r m a t i o n  on t h i s  by 
e x p o s u r e  o f  t h e  m e m b r a n e s  t o  g l y c o s i d a s e s , s u c h  a s  
n e u r a m i n i d a s e  o r  e n d o g l y c o s i d a s e - H .
A f u r t h e r  p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  t h e  f o u r - b a n d  
l a b e l l i n g  p a t t e r n  o b t a i n e d  w i t h  t h e  l o c u s t  m e m b r a n e s  
r e p r e s e n t s  p r o t e o l y t i c  b r e a k d o w n  p r o d u c t s  o f  a  s i n g l e  
p r o t e i n .  T h i s  m i g h t  b e  i n v e s t i g a t e d  f u r t h e r  by t h e  
e f f e c t  o f  a n t i p r o t e a s e s  on  t h e  l a b e l l i n g  p a t t e r n ,  t h o u g h  
common a n t i p r o t e a s e  c o c k t a i l s  a p p e a r  t o  o f f e r  l i t t l e  
p r o t e c t i o n  a g a i n s t  i n s e c t  p r o t e a s e s  ( L u n t ,  1 9 8 6 ;
C a t t e l l ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  I f  p r o t e o l y s i s  h a s
o c c u r r e d  t h i s  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e  Mr  o f  t h e  l o c u s t  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  i s  a t  l e a s t  5 7 k ,  w h i c h  i s  l a r g e r  
t h a n  t h e  p r o t e i n  m o s t  c o m m o n l y  l a b e l l e d  f r o m  m a m m a l i a n  
b r a i n .
The  v a r i a b l e  e f f e c t s  o f  GABA o n  [ ^H]FNZP
b i n d i n g  t o  P 2 G h a v e  a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d  a b o v e .  The
3
e f f e c t s  o f  GABA o n  [ H]FNZP p h o t o l a b e l l i n g  a r e  a l s o
3
v a r i a b l e .  T h o u g h  e n h a n c e m e n t  o f  1 5  nM [ H]FNZP l a b e l l i n g
—  8w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  10 M GABA, n o
3
e n h a n c e m e n t  o f  20 nM [ H]FNZP l a b e l l i n g  w as  o b s e r v e d  i n
-4 -8t h e  p r e s e n c e  o f  10 M o r  10 M GABA, a n d  no
3
e n h a n c e m e n t  o f  10 nM [ H]FNZP l a b e l l i n g  was  o b s e r v e d  i n
t h e  p r e s e n c e  o f  1 0 - ^ M GABA. I n  t h e  b i n d i n g  o f  [ ^H]FNZP
— 8t o  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s ,  t h e  e f f e c t s  o f  10 M 
GABA w e r e  n o t  m a r k e d  a n d  q u i t e  v a r i a b l e .  T h e r e f o r e
—8v a r i a b l e  e n h a n c e m e n t  o f  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  by  10
M GABA i s  n o t  s u r p r i s i n g ,  e s p e c i a l l y  a s  a n y  r e s i d u a l
GABA n o t  w a s h e d  f r o m  t h e  m e m b r a n e s  m i g h t  a b o l i s h  t h e
- 4e f f e c t .  H o w e v e r  10 M GABA h a d  a  m a r k e d  e f f e c t  on 5 nM 
[ ]FNZP b i n d i n g ,  b u t  n o  e f f e c t  o n  10 nM {^HJFNZP 
l a b e l l i n g .  The  l i k e l i h o o d  o f  a n  a d d i t i o n a l  h i g h  a f f i n i t y  
b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  s i t e  i n  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
m e m b r a n e s  h a s  a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d .  I f  t h e  m e m b r a n e s  
p o s s e s s  a  [ H]FNZP b i n d i n g  s i t e  w i t h  a  KQ i n  t h e  r e g i o n  
o f  1 nM ( b y  a n a l o g y  w i t h  m a m m a l i a n  b r a i n ,  W a s t e k  e t  a l . ,  
19 78)  t h a t  i s  l i n k e d  t o  a  l o w  a f f i n i t y  GABA r e c e p t o r ,  
t h e n  a t  10 nM [ ^H l F NZP ,  t h i s  s i t e  w o u l d  b e  s a t u r a t e d  a n d  
o n e  w o u l d  n o t  o b s e r v e  a n  e n h a n c e m e n t  o f  l a b e l l i n g  by
140
- 410 M GABA. T h e r e f o r e  f u t u r e  e x p e r i m e n t s  s h o u l d  a t t e m p t  
t o  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l  t h e  m e m b r a n e s  u s i n g  5 nM 
[ HJFNZP,  t h o u g h  t h e  s i g n a l  w o u l d  b e  v e r y  l o w .  S i e g h a r t  
e t  a l . ( 1 9 8 3 )  h a v e  p o i n t e d  o u t  t h a t  when  i n v e s t i g a t i n g  
a l l o s t e r i c  e f f e c t s  o n  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g ,  o n e  
s h o u l d  e m p l o y  s h o r t  i r r a d i a t i o n  t i m e s  b e c a u s e  on
3
i r r a d i a t i o n ,  I HJFNZP b e c o m e s  i r r e v e r s i b l y  a t t a c h e d  t o  
t h e  r e c e p t o r  a n d  t h e r e f o r e  s h i f t s  t h e  r e v e r s i b l e  
e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  t h e  l i g a n d  a n d  i t s  r e c e p t o r .  
T h e r e f o r e  r e p r o d u c i b l e  GABA e n h a n c e m e n t  o f  p h o t o a f f i n i t y  
l a b e l l i n g  m i g h t  b e  o b s e r v e d  i f  s h o r t e r  i r r a d i a t i o n  t i m e s  
a r e  e m p l o y e d .
2 . 4 . 8 /  S t o i c h i o m e t r y  o f  m u s c i m o l  a n d  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  s i t e s
The d e n s i t y  o f  h i g h  a n d  l o w  a f f i n i t y  
[ H j m u s c i m o l  b i n d i n g  s i t e s  m  l o c u s t  b r a i n  m e m b r a n e s  i s  
70 & 400  f m o l / m g  p r o t e i n  r e s p e c t i v e l y .  H o w e v e r ,  t h e
3 . . .
d e n s i t y  o f  ( HJFNZP b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  s a m e  t i s s u e  
p r e p a r a t i o n  i s  500 f m o l / m g  p r o t e i n  a n d  i s  t h e r e f o r e  i n  
e x c e s s  o f  t h e  n u m b e r  o f  h i g h  a f f i n i t y  [ ^ H j m u s c i m o l  
b i n d i n g  s i t e s .  I n  t h e  f i r s t  r e p o r t  o f  p u r i f i e d  b o v i n e
b r a i n  r e c e p t o r  c o m p l e x  ( S i g e l  e t  a l . ,  198 3  ) t h e
3 3s t o i c h i o m e t r y  o f  [ H j m u s c i m o l : [ HJFNZP s i t e s  was
3 . 3 - 3 . 8 : 1 ,  t h o u g h  i n  a n  i m p r o v e d  p r e p a r a t i o n  w i t h  b e t t e r
r e t e n t i o n  o f  t h e  r e g u l a t o r y  s i t e s  o f  t h e  c o m p l e x ,  t h e
r a t i o  was  1 . 2 - 2 . 4 : 1  ( S i g e l  & B a r n a r d ,  1 9 8 4 ) .  M a r t i n i  e t
a l .  ( 1 9 8 3  ) r e p o r t e d  a b i n d i n g  r a t i o  o f
3 3
( H j m u s c i m o l : !  HJFNZP o f  a p r o x i m a t e l y  1 f o r  a 
s o l u b i l i z e d  rat  b r a i n  p r e p a r a t i o n .  In any c a s e  i t  woul d  
a p p e a r  t h a t  t h e r e  a r e  a t  l e a s t  an e q u a l  number,  i f  not
3 3m o r e ,  [ H j m u s c i m o l  b i n d i n g  s i t e s  t h a n  [ HjFNZP s i t e s  i n
t h e  m a m m a l i a n  GABA^ r e c e p t o r  c o m p l e x . T h i s  i s  i n
3
c o n t r a s t  t o  t h e  e x c e s s  o f  t o t a l  [ H j F N Z P  b i n d i n g  s i t e s
3
c o m p a r e d  w i t h  [ H j m u s c i m o l  b i n d i n g  s i t e s  m  l o c u s t
3
b r a i n .  T h e r e f o r e ,  e v e n  i f  a l l  t h e  o b s e r v e d  [ H j m u s c i m o l  
b i n d i n g  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  c o m p l e x e s  w h i c h  h a v e
3
a s s o c i a t e d  [ H j F N Z P  b i n d i n g  a c t i v i t y ,  o n e  m u s t  p o s t u l a t e  
t h a t  t h e r e  i s  an  a d d i t i o n a l  p o p u l a t i o n  o f  n o n - G A B A e r g i c
3
[ H j F N Z P  b i n d i n g  s i t e s .  We know f r o m  c o n s i d e r a t i o n s  o f  
t h e  l a b e l l i n g  s t u d i e s ,  t h e  a s s o c i a t i o n  k i n e t i c s  o f  
b i n d i n g  a n d  H i l l  a n a l y s i s  o f  t h e  d i s p l a c e m a n t  o f
3
[ HJFNZP b i n d i n g  by  c o l d  b e n z o d i a z e p i n e s  t h a t  t l i e r e  i s  a  
h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  i n
3
l o c u s t  CNS.  F u r t h e r m o r e  t h e  l o c u s t  [ H j F N Z P  b i n d i n g  
s i t e s  e x h i b i t  a  m i x t u r e  o f  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b o t h  
c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  
s i t e s ,  a s  s u m m a r i z e d  i n  T a b l e  7 .  One  r e s e r v a t i o n  w h i c h  
s h o u l d  b e  m a d e  when  u s i n g  s u c h  a  d i r e c t  m a m m a l i a n  
c l a s s i f i c a t i o n  o f  b i n d i n g  s i t e s  i s  t h a t  i t  i s  n o t  a l w a y s  
u s e f u l  t o  a t t e m p t  t o  c l a s s i f y  a n  i n s e c t  r e c e p t o r  i n  
t e r m s  o f  c r i t e r i a  d e r i v e d  f r o m  s t u d i e s  on  m a m m a l i a n  
t i s s u e .  I n d e e d  i n  t h e  s ame  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  
g a n g l i o n ,  c h o l i n e r g i c  r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  
w h i c h  d o  n o t  f i t  p r e c i s e l y  i n t o  t h e  c l a s s i c a l  g r o u p s  o f  
m u s c a r i n i c  o r  n i c o t i n i c  ( F i l b i n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  A g u i l a r  & 
L u n t ,  1 9 8 4 ) .  H o w e v e r ,  i f  o n e  a s s u m e s  t h e  p e r i p h e r a l  a n d  
c e n t r a l  c l a s s i f i c a t i o n  o f  m a m m a l i a n  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s ,  a n  e x p l a n a t i o n  o f  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  h e r e  i s
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T a b l e  7 C o m p a r i s o n  o f  t h e  m a jo r  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  l o c u s t  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  a c t i v i t y  w i t h  t h o s e  o f  m am m alian  p e r i p h e r a l -  an d  
c e n t r a l - t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .
t h a t  l o c u s t  b r a i n  p o s s e s s e s  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  o f  
w h i c h  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  a r e  p e r i p h e r a l  t y p e  a n d  a  
s m a l l e r  p r o p o r t i o n  a r e  c e n t r a l  t y p e  a n d  a r e  a s s o c i a t e d  
w i t h  GABA r e c e p t o r s .  Two o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t  t h i s  
s u g g e s t i o n .  R i l e y  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  h a s  p e r f o r m e d  
b i n d i n g  a s s a y s  on  t h e  s ame m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  u s e d  f o r  
t h e  [ ^ Hl F N ZP  b i n d i n g  a s s a y s ,  b u t  u s i n g  1 ”*H ] R o l 5 - 4  513 . 
T h i s  l i g a n d  i s  s p e c i f i c  f o r  t h e  m a m m a l i a n  c e n t r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r  ( M o h l e r  e t  a l  . ,  1 9 8 4 )  a n d  s h o ws  
a  l e v e l  o f  b i n d i n g  i n  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  w h i c h
3
i s  r e d u c e d  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  [ Hl FNZP,  a n d  i n d e e d  i s  
c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  l e v e l  o f  h i g h  a f f i n i t y  [ H l m u s c i m o l  
b i n d i n g .  F u r t h e r m o r e  o n e  c a n  a t t e m p t  t o  e s t i m a t e  t h e  
n u m b e r s  o f  r e c e p t o r s  w h i c h  a r e  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  by
3
[ HlFNZP a s  t h e s e  s h o u l d  b e  p u r e l y  c e n t r a l  t y p e  ( T h o m a s  
& T a l l m a n ,  1 9 8 1 ) .  One  h a s  t o  a s s u m e  t h a t ,  a s  i n  t h e  
m a m m a l i a n  b r a i n  ( M o h l e r  e t  a l ,  1 9 8 0 ) ,  [ ^Hl FNZP o n l y  
l a b e l s  25% o f  t h e  a v a i l a b l e  s i t e s .  A c o m p l e t e l y  a c c u r a t e  
e s t i m a t i o n  c a n n o t  b e  m a d e  a s  t h e  a m o u n t  o f  p r o t e i n  
l o a d e d  on  t h e  e l e c t r o p h o r e t i c  g e l  i s  u n k n o w n  b e c a u s e  
t i s s u e  i s  l o s t  d u r i n g  t h e  w a s h  s t e p s  p r i o r  t o  l o a d i n g .  
H o we v e r  a n  e s t i m a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  s i t e s  w h i c h  a r e  
p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l e d  i s  5 - 1 0  f m o l / m g  p r o t e i n ,  u n d e r  
c o n d i t i o n s  w h e r e  o n e  w o u l d  e x p e c t  o v e r  100 f m o l  b o u n d  
l i g a n d / m g  p r o t e i n  i n  a  b i n d i n g  a s s a y .  T h u s  t h i s  a l s o  
s u g g e s t s  t h a t  o n l y  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e  o b s e r v e d  [ HlFNZP 
b i n d i n g  a c t i v i t y  i s  o f  c e n t r a l  t y p e .
I n  c o n c l u s i o n ,  i t  s e e m s  p l a u s i b l e  t h a t  t h e r e
i s  a  p o p u l a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s  i n  l o c u s t  CNS, i n  a d d i t i o n  t o  a  p o p u l a t i o n  
( p r o b a b l y  a p r o x i m a t e l y  1 0 0 - 2 0 0  f m o l / m g  p r o t e i n )  o f  
c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  w h i c h  a r e  i n v o l v e d  i n  
( A E A e r g i c  a c t i v i t y .
2 . 4 . 9 /  A p o s s i b l e  GABA r e c e p t o r  c o m p l e x  i n  i n s e c t  CNS
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  d a t a  p r e s e n t e d  a b o v e  o n  t h e  
l i n k a g e  o f  b e n z o d i a z e p i n e  a n d  GABA b i n d i n g  s i t e s  i n  
l o c u s t  CNS, Lu m mi s  & S a t t e L l e  ( 1 9 8 6 )  h a v e  a l s o  r e p o r t e d
3
t h e  d o s e - d e p e n d e n t  GA BA e n h a n c e m e n t  o f  [ HlFNZP b i n d i n g  
i n  c o c k r o a c h  CNS. T h i s  GA BA/be  n z o d i a z  e p i  ne l i n k a g e  h a s  
b e e n  b o r n e  o u t  by t h e  w o r k  o f  B e a d l e  a n d  c o l l e a g u e s  o n  
c u r r e n t -  a n d  v o l t a g e - c l a m p e d  c u l t u r e d  l o c u s t  n e u r o n e s ;  
( A B A - e v o k e d  r e s p o n s e s  i n  t h e s e  c u l t u r e s  a r e  e n h a n c e d  by 
1 0 “ 6 M FNZP ( L e e s  e t  a l . , 1 9 8 5  ) .  By a n a l o g y  w i t h  t h e  
m a m m a l i a n  GAE2AA r e c e p t o r  c o m p l e x ,  i f  i n s e c t s  p o s s e s s  
l i n k e d  GABA a n d  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  do t h e y  a l s o  
p o s s e s s  b i n d i n g  s i t e s  f o r  ca  g e - c o n v u l  sa  n t s ,  s u c h  a s  
t - b u t y l b i c y d o p h o s p h o r o t h i o n a  t e  ( TBP S ) ?  I f  s o ,  a r e  s u c h  
s i t e s  l i n k e d  t o  (ABA r e c e p t o r s  a n d  a r e  t h e y  s e n s i t i v e  t o  
p i c r o t o x i n  o r  t h e  b a r b i t u r a t e s ?
T a n a k a  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  
s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  p i c r o t o x i n  t o  a  p r e p a r a t i o n  f r o m  
o o c k r o c h  CNS w h i c h  by S c a t c h a r d  a n a l y s i s  e x h i b i t e d  a  
Bmax 1 - 4  p r o t e i n  a n d  a  r e l a t i v e l y  l o w
a f f i n i t y  c o n s t a n t ,  o f  800  nM. Mor e  r e c e n t l y  C o h e n  & 
C a s i d a  ( 1 9 8 6 )  h a v e  r e p o r t e d  b i n d i n g  o f  t h e
3 5c a g e - c o n v u l s a n t , [ SJTBPS t o  a p r e p a r a t i o n  f r o m  w h o l e
h o u s e f l y  t h o r a x  a n d  a b d o m e n .  T h i s  b i n d i n g  d o e s  n o t
r e q u i r e  Cl  i o n s  f o r  o p t i m a l  a c t i v i t y ,  h a s  a  B ^ ^^  o f  2 . 5
p m o l / m g  p r o t e i n  a n d  a  o f  210 nM, a n d  i s  o n l y  w e a k l y
-  5i n h i b i t e d  b y  p i c r o t o x i n  ( I C i- q= 3 . 2 8  x  10 M) . T h e s e  d a t a
a r e  i n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f
3 5h i g h - a f f i n i t y  [ SJTBPS b i n d i n g  m e a s u r e d  i n  m e m b r a n e s  
f r o m  l o c u s t  CNS (K^ 10 nM, Bmax a p p r o x .  200 f m o l / m g  
p r o t e i n ,  B r o w n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  , h o u s e f l y  h e a d  
(Kd 51 nM, Bm x  220 f m o l / m g  p r o t e i n ,  S z a m r a j  e t  a l . ,
19 8 6 )  a n d  c o c k r o a c h  CNS (K^ 18 nM, Bm x  180 f m o l / m g  
p r o t e i n ,  Lummi s  & S a t t e l l e ,  1 9 8 6 ) .  F u r t h e r m o r e  t h e  
b i n d i n g  i n  h o u s e f l y  h e a d  i s  g r e a t l y  r e d u c e d  i n  t h e
_  . *3 C
a b s e n c e  o f  Cl  i o n s .  The  b i n d i n g  o f  [ S J T B P S  h a s  b e e n  
o b s e r v e d  i n  t o r p e d o  e l e c t r o p l a x  w h i c h  i s  known n o t  t o  
p o s s e s s  a n y  GABA r e c e p t o r s  ( A b a l i s  e t  a l . ,  19 8 5 a ) .  T h u s  
TBPS i s  t h o u g h t  t o  b i n d  t o  v o l t a g e - r e g u l a t e d  C l ” 
c h a n n e l s  i n  a d d i t i o n  t o  GABA r e c e p t o r - r e g u l a t e d  C l ”
c h a n n e l s  ( E l d e f r a w i ,  u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n s ) .
3 5T h e r e f o r e  t h e  p o s s i b i l i t y  a r i s e s  t h a t  [ S J T B P S  b i n d i n g  
c a n  b e  c o n t a m i n a t e d  b y  s u c h  a  n o n e - G A B A e r g i c  c o m p o n e n t  
a n d  t h i s  m i g h t  b e  m o r e  l i k e l y  i n  t h e  s t u d y  o f  C o h e n  & 
C a s i d a  ( 1 9 8 6 )  w h i c h  u s e s  a  v e r y  h e t e r o g e n e o u s  t i s s u e  
s o u r c e .  E v i d e n t l y  i n s e c t  CNS p o s s e s s e s  b i n d i n g  s i t e s  f o r  
c a g e - c o n v u l s a n t s , t h o u g h  o n e  o b s e r v a t i o n  common t o  a l l  
t h e  b i n d i n g  s t u d i e s  d e s c r i b e d  a b o v e  i s  t h a t  p i c r o t o x i n  
i s  n o t  v e r y  p o t e n t  a t  i n v e r t e b r a t e  TBPS b i n d i n g  s i t e s .
No e n h a n c e m e n t  o f  t h e  b i n d i n g  o f  [ HjFNZP
r e p o r t e d  i n  t h i s  t h e s i s  w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
0 . 1  o r  1 mM p e n t o b a r b i t a l  o r  p i c r o t o x i n  u n d e r  s t a n d a r d  
c o n d i t i o n s  ( 2 . 3  .2 .5 . 5 ) .  S u p a v i l a i  & K a r o  b a t h  ( 1 9 8 0 )  h a v e  
r e p o r t e d  t h a t  p h y s i o l o g i c a l  t e m p e r a t u r e s  a r e  n e c e s s a r y  
t o  o b t a i n  a l l o s t e r i c  i n t e r a c t i o n s  o f  t h e  m a m m a l i a n  GABA* 
r e c e p t o r  c o m p l e x .  H o w e v e r ,  t h e  u s e  o f  2 2 ° C  o r  3 7 ° C  
i n c u b a t i o n s  d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n y  e f f e c t  o f  
p e n t o b a r b i t a l  o r  p i c r o t o x i n  o n  l o c u s t  g a n g l i o n i c
3
[ HlFNZP b i n d i n g .  T h e  ca  g e - c o n v u l  sa n t / p i  c r o t o x  i n  b i n d i n g
s i t e  i s  t h e  m o s t  l a b i l e  c o m p o n e n t  o f  t h e  m a m m a l i a n  GABA*
r e c e p t o r  c o m p l e x  ( S i g e l  & B a r n a r d ,  1 9 8 4 ) .  I t  i s
c o n c e i v a b l e  t h e r e f o r e ,  t h a t  l i n k a g e  o f  a n y  s u c h  s i t e  i n
a  l o c u s t  c e n t r a l  (A BV r e c e p t o r  c o m p l e x  i s  a l s o  h i g h l y
l a b i l e ,  t o  t h e  e x t e n t  t h a t  t h e  v i g o r o u s  m e m b r a n e
p r e p a r a t i o n  a b o l i s h e s  a n y  o b s e r v a b l e  l i n k a g e  t o  a
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r .  More  r e c e n t l y ,  h o w e v e r ,  i n  t h i s
l a b o r a t o r y ,  t h e  l o c u s t  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g
a c t i v i t y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  be e n h a n c e d  up t o  20% b y  0 . 1
mM p e n t o b a r b i t a l  ( B r o w n ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a n d
3s i m i l a r l y  t h e  b i n d i n g  o f  [ H]GABA i n  t h e  s a m e  t i s s u e  i s  
e n h a n c e d  by 20% b y  0 . 1  mM p e n t o b a r b i t a l  ( J e f f e r y ,  
p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) .  B o t h  t h e s e  e n h a n c i n g  e f f e c t s  
a r e  n o t  a l w a y s  r e p r o d u c i b l e ,  b u t  w h e n  p r e s e n t ,  t h e y  a r e  
a b o l i s h e d  by 1 mM p i c r o t o x i n .  A l s o  B e a d l e  a n d  c o l  l e a g u e s  
h a v e  s h e w n  t h a t  G A E A- e v o k e d  r e s p o n s e s  i n  c u r r e n t -  a n d  
v o l t a g e - c l a m p e d  c u l t u r e d  l o c u s t  n e u r o n e s  a r e  e n h a n c e d  by 
10  ^ - 1 0 ” ^ M p e n t o b a r b i t a l  ( B e a d l e  e t  a l . ,  1 9 8 5  ) .
H o w e v e r ,  t h e s e  GAEA r e s p o n s e s  a r e  a l s o  c o m p l e t e l y
b l o c k e d  b y  10 ® M p i c r o t o x i n  ( L e e s  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e
e f f e c t s  o f  p i c r o t o x i n  a r e  i n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  weak
3 5e f f i c a c y  o f  t h i s  l i g a n d  d e s c r i b e d  a b o v e  i n  [ SJTBPS
b i n d i n g  a s s a y s ,  p o s s i b l y  r e f l e c t i n g  a  c l o s e  a s s o c i a t i o n
o f  a  p i c r o t o x i n  s i t e  w i t h  t h e  b a r b i t u r a t e  s i t e  r a t h e r
t h a n  t h e  c a g e - c o n v u l s a n t  s i t e  o f  a n y  i n s e c t  c e n t r a l  GABA
r e c e p t o r  c o m p l e x .
3 5The  [ SJ TBPS b i n d i n g  o b s e r v e d  b y  C o h e n  & 
C a s i d a  ( 1 9 8 6 )  i s  e n h a n c e d  b y  40% by 1 0 - 1 0 0  pM GABA, i n  
c o n t r a s t  w i t h  t h a t  o b s e r v e d  b y  Lummi s  a n d  S a t t e l l e
( 1 9 8 6 )  w h i c h  i s  i n h i b i t e d  b y  1 pM GABA.
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  l a s t  f o u r  y e a r s  h a v e  s e e n  a
b u r s t  o f  i n t e r e s t  i n  i n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s  f r o m  
w h i c h  we a r e  j u s t  b e g i n n i n g  t o  r e a p  t h e  r e w a r d s .
E v i d e n c e  i s  a c c u m u l a t i n g  t h a t  i n s e c t  CNS p o s s e s s e s  
b i n d i n g  s i t e s  f o r  GABA, b e n z o d i a z e p i n e s  a n d  TBPS a n d  
t h a t  a  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  d i f f e r e n t  b i n d i n g  a c t i v i t i e s  
a r e  l i n k e d  t o  e a c h  o t h e r ,  p r o b a b l y  i n  a  c o m p l e x  
a n a l o g o u s  i n  o v e r a l l  o r g a n i z a t i o n  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  
GABA r e c e p t o r .  The  d e t a i l e d  p h a r m a c o l o g y  o f  s u c h  i n s e c tn
c e n t r a l  GABA c o m p l e x e s  i s  s t i l l  t o  b e  e l u c i d a t e d ,  b u t  
t h e  p r e s e n t  i m p l i c a t i o n s  a r e  t h a t  t h e y  d i f f e r  
s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h e i r  m a m m a l i a n  c e n t r a l  c o u n t e r p a r t s .
2 . 4 . 1 0 /  On t h e  e v o l u t i o n  o f  GABA a n d  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s
Qu i t e  r e c e n t l y  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  c e n t r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  ( N i e l s e n  e t  a l . ,  19 78)  a n d  
b i c u c u l l i n e - s e n s i t i v e  GAEA r e c e p t o r s  (Mann & E n n a ,  1980  ) 
e v o l v e d  w i t h  t h e  v e r t e b r a t e s .  H o w e v e r ,  N i e l s e n  a n d  
c o l l e a g u e s  d i d  n o t  u s e  C a ^ + i n  t h e i r  b e n z o d i a z e p i n e  
b i n d i n g  a s s a y s ,  w h i c h  m i g h t  e x p l a i n  t h e  l a c k  o f  
b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  i n  i n v e r t e b r a t e  b r a i n .  A l s o  i t  i s  
now w e l l  e s t a b l i s h e d ,  a s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  t h a t  i n s e c t  
c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s  a r e  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  t o  
b i c u c u l l i n e .  T h e r e f o r e ,  c o n t r a r y  t o  t h e  c o n c l u s i o n s  o f  
S i m m o n d s  ( 1 9 8 3 )  t h a t  i n v e r t e b r a t e s  p o s s e s s  ' s i m p l e '  GABA 
r e c e p t o r s  w h i c h  l a c k  a n y  a s s o c i a t e d  a l l o s t e r i c  s i t e s ,  
e v i d e n c e  i s  now a c c u m u l a t i n g  t h a t  a  GABA r e c e p t o r  
c o m p l e x ,  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  GABA^ r e c e p t o r  c o m p l e x  o f  
m a m m a l i a n  b r a i n ,  i s  p r e s e n t  i n  t h e  b r a i n  o f  t h e  
p h y l o g e n e t i c a l l y  o l d e r  i n s e c t s .  We c a n  o n l y  s p e c u l a t e  
w h e t h e r  s u c h  r e c e p t o r  c o m p l e x e s  a p p e a r e d  i n  i n s e c t  b r a i n  
a t  t h e  s a me  t i m e  a s  t h e  v e r t e b r a t e s  e v o l v e d ,  o r  w h e t h e r  
t h e  e v o l u t i o n a r y  a n c e s t o r s  o f  t o d a y ' s  i n s e c t s  a l s o  
p o s s e s s e d  GABA r e c e p t o r  c o m p l e x e s .  H e b e b r a n d  e t  a l .  
( 1 9 8 6 a )  r e p o r t e d  t h a t  p h y l o g e n e t i c a l l y  o l d e r  s p e c i e s ,  a s  
f a r  b a c k  a s  t h e  f i s h e s ,  h a v e  f e w e r  c e n t r a l  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  c o m p a r e d  w i t h  m a m m a l i a n  b r a i n .  
F r om t h e  d i s c u s s i o n  a b o v e  i t  i s  e v i d e n t  t h a t  a n y  i n s e c t  
c e n t r a l  GABA r e c e p t o r  c o m p l e x e s  a r e  p r e s e n t  i n  g r e a t l y  
r e d u c e d  n u m b e r s  c o m p a r e d  w i t h  t h e i r  c o u n t e r p a r t s  i n
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v e r t e b r a t e  b r a i n .  One  m u s t  t h e r e f o r e  p o s t u l a t e  some 
e v o l u t i o n a r y  p r e s s u r e  l e a d i n g  t o  a n  i n c r e a s e d  d e n s i t y  o f  
c e n t r a l  c o m p l e x  GABA r e c e p t o r s  w h i c h  o c c u r r e d  w i t h  t h e  
a r r i v a l  o f  t h e  v e r t e b r a t e s .  W h e t h e r  o r  n o t  t h i s  r e f l e c t s  
t h e  e v o l u t i o n  o f  h i g h e r  b r a i n  f u n c t i o n s  i s  u n k n o w n .
A f u r t h e r  c o n s i d e r a t i o n  t o  a r i s e  f r c m  t h e  w o r k  
i n  t h i s  c h a p t e r  i s  t h a t  o f  t h e  e v o l u t i o n  o f  t h e  
p e r i p h e r a l  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .  B o l g e r  e t  a l .
(19 8 5 )  h a v e  p o s t u l a t e d  a  v e r y  l a t e  e v o l u t i o n a r y  
a p p e a r a n c e  o f  p e r i p h e r a l  t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s ,  
i m p l y i n g  h i g h l y  s p e c i a l i z e d  f u n c t i o n s  f o r  t h e s e  
r e c e p t o r s  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  H o w e v e r ,  we now
know t h a t  i n s e c t  CNS p o s s e s s e s  s i g n i f i c a n t
3
c o n c e n t r a t i o n s  o f  R o 5 - 4  8 6 4 - s e n s i t i v e  [ HlFNZP b i n d i n g  
s i t e s  ( t h i s  t h e s i s ;  Lummis  & S a t t e l l e ,  1 9 8 6 ) ,  i m p l y i n g  
t h a t  on  t h e  c o n t r a r y ,  p e r i p h e r a l  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s  h a v e  a n  o l d  a n c e s t r y .  The  c o m p l e x  q u e s t i o n  o f  
t h e  f u n c t i o n  o f  p e r i p h e r a l  t y p e  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  
i n  m a m m a l i a n  b r a i n  h a s  a l r e a d y  b e e n  b r i e f l y  a d d r e s s e d  
( 2 * 1 . 2 . 2 ) .  I f  t h e s e  r e c e p t o r s  d o  h a v e  a n  e v o l u t i o n a r i l y  
o l d  h i s t o r y ,  p e r h a p s  t h e i r  c e n t r a l  f u n c t i o n  w i l l  p r o v e  
t o  b e  a  v e r y  b a s i c  o n e .
15 0
2 . 4 . 1 1 /  F u t u r e  r e s e a r c h  i n t o i n s e c t  c e n t r a l  GABA 
r e c e p t o r s
Work s h o u l d  c o n t i n u e  t o  e l u c i d a t e  t h e  d e t a i l e d  
p h a r m a c o l o g y  a n d  l i n k a g e  o f  t h e  d i f f e r e n t  G AB A e r g i c  
b i n d i n g  a c t i v i t i e s  w h i c h  h a v e  a l r e a d y  b e e n  d e s c r i b e d .  
H o w e v e r ,  t h e  u s e  o f  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e  
p r e p a r a t i o n s  i s  n o t  e c o n o m i c a l ,  p a r t i c u l a r l y  when  u s i n g  
[ ^ H j m u s c i m o l  w h o s e  l o w  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  d i c t a t e s  
t h e  u s e  o f  h i g h  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n s .  I n d e e d  a n y  
i m p r o v e m e n t s  i n  t h e  s p e c i f i c  r a d i o a c t i v i t y  o f  
r a d i o l a b e l l e d  G A B A e r g i c  l i g a n d s  w o u l d  b e  w e l c o m e .
P e r h a p s  a  m o r e  e c o n o m i c a l  t o o l  f o r  e l u c i d a t i n g  t h e  
d e t a i l s  o f  i n s e c t  G A B A e r g i c  b i n d i n g  s i t e  l i n k a g e  i s  t h e  
e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  r e c o r d i n g  f r o m  c u l t u r e d  i n s e c t  
c e n t r a l  n e u r o n e s  ( B e a d l e ,  1 9 8 6 ) .
P h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  s t u d i e s  w i t h  [ ^HJFNZP 
h a v e  a l r e a d y  g i v e n  i n d i c a t i o n s  o f  t h e  s i z e  o f  t h e  
p e p t i d e s  i n v o l v e d  i n  i n s e c t  GABA r e c e p t o r s .
P h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  o f  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s
3
w i t h  { H j m u s c i m o l  ( A s a n o  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  C a v a l l a  & N e f f ,
3
1 9 8 5 )  i n  p a r a l l e l  w i t h  [ HlFNZP s h o u l d  d e m o n s t r a t e  a n y  
c o m m o n l y  l a b e l l e d  p e p t i d e s .  H o w e v e r ,  a g a i n  t h e  l ow
3
s p e c i f i c  a c t i v i t y  o f  [ H j m u s c i m o l ,  c o m b i n e d  w i t h  t h e  l o w  
d e n s i t y  o f  b i n d i n g  s i t e s  may w e l l  p r e c l u d e  s u c h  a n
e x p e r i m e n t  a t  p r e s e n t .  A p r o b l e m  w i t h  t h e  u s e  o f  
3
[ H J F N Z P  i n  p h o t o a f f i n i t y  l a b e l l i n g  s t u d i e s  i s  t h a t  i t  
o n l y  l a b e l s  25% o f  t h e  a v a i l a b l e  s i t e s  ( M o h l e r  e t  a l . ,  
1980  ) .  T h e r e f o r e  [ ^H ] R o l  5 -4  5 1 3 ,  w h i c h  l a b e l s  100% o f  t h e
a v a i l a b l e  s i t e s  ( M o h l e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 )  may  b e  a  b e t t e r  
l i g a n d  t o  u s e ,  t h o u g h  a t  p r e s e n t  t h e  r a d i o l a b e l l e d  
l i g a n d  a v a i l a b l e  d o e s  n o t  h a v e  a  v e r y  h i g h  s p e c i f i c  
r a d i o a c t i v i t y .  I f  o n e  c o u l d  d o  l a b e l l i n g  s t u d i e s  on 
l o c u s t  m e m b r a n e s  a t  l o w e r  l a b e l l e d  l i g a n d  c o n c e n t r a t i o n s  
t h i s  m i g h t  p e r m i t  a  m o r e  c l e a r - c u t  d e m o n s t r a t i o n  o f  GABA 
l i n k a g e ,  a n d  a n a l y s i s  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  j j - c a r b o l i  n e s  
o n  t h e  l a b e l l i n g  p r o f i l e .
3
A f u r t h e r  p r o b l e m  i n  u s i n g  [ HlFNZP i n  t h e  
b i n d i n g  s t u d i e s  w i t h  l o c u s t  m e m b r a n e s  i s  t h a t  i t  b i n d s  
t o  b o t h  c e n t r a l  a n d  p e r i p h e r a l  t y p e  b i n d i n g  s i t e s .  
H a v o u n d j i a n  e t  a l . ( 1 9 8 6 )  h a v e  r e c e n t l y  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  m a m m a l i a n  p e r i p h e r a l  a n d  c e n t r a l  b e n z o d i a z e p i n e  
r e c e p t o r s  b e h a v e  d i f f e r e n t l y  i n  r e s p o n s e  t o  t r e a t m e n t  
w i t h  p h o s p h o l i p a s e  A 2 , a n d  s u c h  t r e a t m e n t  may g e n e r a t e  
i n f o r m a t i o n  on  t h e  d i f f e r e n t  p o p u l a t i o n s  o f  
b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s  i n  i n s e c t  b r a i n .
A l l  t h e s e  s t r a t e g i e s  i n v o l v e  r e c e p t o r s  w h i c h  
a r e  s t i l l  i n  t h e i r  m e m b r a n e  e n v i r o n m e n t .  A n a t u r a l  
p r o g r e s s i o n ,  b y  a n a l o g y  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  GABAn
r e c e p t o r  c o m p l e x ,  i s  t o  a t t e m p t  t o  s o l u b i l i z e  t h e  
r e c e p t o r s  f r o m  l o c u s t  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s  a n d  
s u b s e q u e n t l y  p u r i f y  t h e m .  H o w e v e r ,  t h e  l o w  d e n s i t i e s  o f  
r e c e p t o r s  w o u l d  d i c t a t e  t h e  u s e  o f  c o n s i d e r a b l e  
q u a n t i t i e s  o f  t i s s u e  a n d  t h e r e f o r e  a n y  s u c h  p u r i f i c a t i o n  
e x p e r i m e n t s  a r e  c o s t - p r o h i b i t e d .
Two f u r t h e r  s t r a t e g i e s  f o r  t h e  s t u d y  o f  i n s e c t  
GABA r e c e p t o r s  a r e  t h e  u s e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s
(mAbs) a n d  m o l e c u l a r  b i o l o g y .  H o w e v e r ,  t o  c o m m e n c e  w i t h  
e i t h e r  t e c h n i q u e  u s i n g  i n s e c t  t i s s u e  w o u l d  r e q u i r e  
p u r i f i e d  r e c e p t o r ,  e i t h e r  t o  o b t a i n  s e q u e n c e  d a t a  t o  
s y n t h e s i z e  p r o b e s  w i t h  w h i c h  t o  s c r e e n  f o r  h o m o l o g y  i n  a  
l o c u s t  cDNA l i b r a r y ,  o r  t o  i m m u n i z e  m i c e  t o  r a i s e  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  t h e  r e c e p t o r s .  An a l t e r n a t i v e  
i s  t o  u s e  t h e  mAbs a n d  m o l e c u l a r  b i o l o g i c a l  p r o b e s  b e i n g  
d e v e l o p e d  i n  t h e  m a m m a l i a n  G A B A e r g i c  f i e l d .  U se  o f  t h e  
mAbs r a i s e d  a g a i n s t  m a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r  c o m p l e xn
m i g h t  s h o w  s p e c i f i c  c r o s s - r e a c t i v i t y  i n  s e c t i o n s  o f  
l o c u s t  g a n g l i a ,  i n  w h i c h  c a s e  t h e y  m i g h t  b e  u s e d  i n  
i m m u n o b l o t t i n g  e x p e r i m e n t s  w i t h  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
m e m b r a n e s .  F u r t h e r m o r e  a n y  a n t i b o d i e s  s h o w i n g  
c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  l o c u s t  m a t e r i a l  m i g h t  b e  u s e d  t o  
s c r e e n  t h e  e x p r e s s i o n  p r o d u c t s  o f  a  l o c u s t  g a n g l i o n i c  
cDNA l i b r a r y  ( t h o u g h  p o l y c l o n a l  a n t i b o d i e s  m i g h t  b e  o f  
m o r e  u s e  t h a n  mAbs a s  t h e y  r e c o g n i s e  a  w i d e r  r a n g e  o f  
e p i t o p e s ) .  S i m i l a r l y ,  w h en  DNA s e q u e n c e s  a r e  a v a i l a b l e  
w h i c h  c o d e  f o r  t h e  g e n e  s e q u e n c e  o f  t h e  m a m m a l i a n  GABA^ 
r e c e p t o r  c o m p l e x ,  t h e s e  c o u l d  b e  u s e d  a s  p r o b e s  t o  
s c r e e n  f o r  h o m o l o g y  i n  l o c u s t  g a n g l i o n i c  cDNA l i b r a r i e s .  
I n  t h i s  way  we m i g h t  b e g i n  t o  o b t a i n  i n f o r m a t i o n  on t h e  
h o m o l o g y  b e t w e e n  i n s e c t  a n d  m a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r s ,  
a n d  e v e n  o f  t h e  p r o t e i n  s e q u e n c e  o f  t h e  i n s e c t  
r e c e p t o r s .  O t h e r w i s e ,  w i t h o u t  c o n s i d e r a b l e  h e l p  a n d  
c o o p e r a t i o n  f r o m  w o r k e r s  i n  t h e  f i e l d  o f  m a m m a l i a n  GABA 
r e c e p t o r s ,  i t  w i l l  b e  d i f f i c u l t  t o  e x t e n d  o u r  k n o w l e d g e  
o f  i n s e c t  GABA r e c e p t o r s  b e y o n d  t h e  l e v e l  o f  i n t e r a c t i n g
b i n d i n g  s i t e s  i n  a  m e m b r a n e  e n v i r o n m e n t .
CHAPTER 3
STUDIES ON LOCUST SYNAPTOSOMES
154
3 . 1 /  INTRODUCTION
F o l l o w i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  GABA w i t h  i t s  
p o s t - s y n a p t i c  r e c e p t o r ,  t h e  n e u r o t r a n s m i t t e r  i s  c l e a r e d  
f r o m  t h e  s y n a p t i c  c l e f t  b y  u p t a k e  i n t o  n e u r o n e s  a n d  
g l i a l  c e l l s  ( I v e r s e n  & K e l l y ,  1 9 7 5 ) .  D e s p i t e  t h e  f i r s t  
d e m o n s t r a t i o n  o f  t h i s  b e i n g  m a d e  i n  a n  i n v e r t e b r a t e  
p r e p a r a t i o n  ( I v e r s e n  & K r a v i t z ,  1 9 6 6 ) ,  t h e  s u b s e q u e n t  
c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  GAEA u p t a k e  w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  
m a m m a l i a n  n e r v o u s  t i s s u e ,  l a r g e l y  d u e  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  e x p e r i m e n t a l  p r o c e d u r e s  t h a t  u s e  s y n a p t o s o m e s .
As a  r e s u l t  o f  s t u d i e s  o n  t h e  s u b c e l l u l a r  
d i s t r i b u t i o n  o f  a c e t y l c h o l i n e  a n d  i t s  s y n t h e t i c  e n z y m e ,  
c h o l i n e  a c e t y l t r a n s f e r a s e ,  f o l l o w i n g  d i s c o n t i n u o u s  
s u c r o s e  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n  o f  b r a i n  
h o m o g e n a t e s ,  tw o  g r o u p s  i n d e p e n d e n t l y  r e p o r t e d  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  p i n c h e d - o f f  n e r v e  t e r m i n a l s  o r  
s y n a p t o s o m e s  f r o m  m a m m a l i a n  b r a i n  ( G r a y  & W h i t t a k e r ,  
1 9 6 2 ;  De R o b e r t i s  e t  a l . ,  19 6 2 ) .  S y n a p t o s o m e s  h a v e  s i n c e  
b e e n  p r o d u c e d  by  n u m e r o u s  o t h e r  t e c h n i q u e s  a n d  h a v e  s e e n  
e x t e n s i v e  u s e  i n  n e u r o c h e m i c a l  r e s e a r c h  ( I v e r s e n ,  1 971?  
K u h a r ,  1 9 7 3 ;  W h i t t a k e r ,  1 9 7 3 ;  B e n n e t t  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  
J o n e s ,  1975?  G i b s o n  & B l a s s ,  1 9 8 2 ;  W h i t t a k e r ,  1 9 8 4 ) .
3 . 1 . 1 /  GABA u p t a k e  a n d r e l e a s e  i n  mamm al i a n  b r a i n
I n i t i a l l y  b r a i n  h o m o g e n a t e s  a n d  s l i c e s  w e r e  
u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  GABA u p t a k e  ( I v e r s e n  & N e a l ,  19 6 8 ;
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I v e r s e n  & J o h n s t o n e ,  19 71 ;  B o n d ,  19 73? L a j t h a  & S e r s h e n ,  
1 9 7 5 ) ,  b u t  t h e  a d v e n t  o f  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n s  f r o m  
m a m m a l i a n  b r a i n  p e r m i t t e d  t h e  s t u d y  o f  GABA u p t a k e  i n  
t h e  i s o l a t e d  n e r v e  e n d i n g  ( K u r i y a m a  e t  a l . ,  19 69? M a r t i n  
& S m i t h ,  19 7 2 ;  L e v i  & R a t e i r i ,  19 7 3 ;  S n o d g r a s s  e t  a l . ,  
1 9 7 3 ;  S e l l s t r o m  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  T h e s e  s t u d i e s  w e r e  i n  
g e n e r a l  a g r e e m e n t  t h a t  GABA u p t a k e  o c c u r r e d  v i a  a n  
a c t i v e  t r a n s p o r t  s y s t e m  w h i c h  w as  s a t u r a b l e ,  b o t h  
t e m p e r a t u r e -  a n d  s o d i u m - d e p e n d e n t  a n d  i n h i b i t e d  by  
o u a b a i n  ( w h i c h  i n h i b i t s  Na+K+- A T P a s e )  . K a n n e r  (1 9  78)  
t o o k  m e m b r a n e  v e s i c l e s  d e r i v e d  f r o m  o s m o t i c a l l y  s h o c k e d  
s y n a p t o s o m e s  a n d  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a n  a r t i f i c i a l  
e l e c t r o c h e m i c a l  g r a d i e n t  ( L N a J Q > [ N a J i ) p l u s  a  l o w  
c o n c e n t r a t i o n  o f  c h l o r i d e  i o n  w e r e  s u f f i c i e n t  t o  d r i v e  
t h e  GABA u p t a k e  p r o c e s s .  T he  a u t h o r  c o n c l u d e d  t h a t  
t h o u g h  N a +K+- A T P a s e  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  m a i n t a i n i n g  t h e  
a p p r o p r i a t e  e l e c t r o c h e m i c a l  g r a d i e n t  i n  t h e  s y n a p t o s o m e ,  
i t  i s  t h e  g r a d i e n t  t h a t  a c t u a l l y  d r i v e s  t h e  GABA u p t a k e  
p r o c e s s .
I t  i s  g e n e r a l l y  a c c e p t e d  t h a t  GABA u p t a k e  i n  
m a m m a l i a n  b r a i n  p r e p a r a t i o n s  o c c u r s  v i a  tw o  s y s t e m s  o f  
h i g h  a n d  l o w  a f f i n i t y  ( s e e  L e v i  & R a t e i r i ,  1 9 7 3 ) .
H o w e v e r  Wood & S i d h u  (19  86 )  h a v e  r e c e n t l y  p o s t u l a t e d  
t h a t  i n  f a c t  t h e r e  a r e  t h r e e  u p t a k e  s y s t e m s  o f  l o w ,  
m e d iu m  a n d  h i g h  a f f i n i t y ,  a l t h o u g h  t h e  h i g h  a n d  m e d iu m  
a f f i n i t y  s y s t e m s  may r e p r e s e n t  o n e  t r a n s p o r t  p r o t e i n  
m o l e c u l e ,  o r  c o m p l e x ,  w i t h  tw o  s i t e s  f o r  GABA a n d  
e x h i b i t i n g  n e g a t i v e  c o o p e r a t i v i t y .
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O n c e  s y n a p t o s o m e s  c o u l d  b e  p r e l o a d e d  w i t h  
r a d i o l a b e l l e d  GABA, i t  w as  d e m o n s t r a t e d  t h a t  GABA c o u l d  
b e  r e l e a s e d  b y  e l e c t r i c a l  p u l s e s  o r  K+- s t i m u l a t i o n  i n  a 
l a r g e l y  C a ++- d e p e n d e n t  m a n n e r  ( B r a d f o r d ,  19 70 ;  De 
B e l l e r o c h e  & B r a d f o r d ,  1 9 7 2 ;  O s b o r n e  e t  a l ,  19 7 3 ) .  The  
m a j o r  r e m a i n i n g  c o n t r o v e r s y  i s  o v e r  w h e t h e r  t h i s  GABA 
r e l e a s e  i s  b y  a  c y t o s o l i c  r e l e a s e  m e c h a n i s m  (De 
B e l l e r o c h e  & B r a d f o r d ,  19 7 7 ;  L e v i  e t  a l ,  19 78 ;  A b e  & 
M a t s u d a ,  19 8 3 )  o r  f r o m  a  n o n - c y t o s o l i c  c o m p a r t m e n t  ( L e v y  
e t  a l . ,  19 7 3 ;  C o t m a n  e t  a l . ,  19 76 ;  H a y c o c k  e t  a l . ,
19 78)  .
3 . 1 . 2 /  The  d e v e l o p m e n t  o f  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  a n d  i n s e c t  
GABA u p t a k e
M e m b r a n e  f r a c t i o n s  f r c m  t h e  m u s c l e  o f  a n  
a r t h r o p o d ,  t h e  c r a y f i s h ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e x h i b i t  
s o d i u m - d e p e n d e n t ,  h i g h - a f f i n i t y  GABA u p t a k e  ( M e i n e r s  e t  
a l . ,  19 7 9 ) .  H o w e v e r ,  o w i n g  t o  a  l a c k  o f  a n y  i n s e c t  
s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n s ,  i n v e s t i g a t i o n s  o f  GABA u p t a k e  
i n  i n s e c t  CNS w e r e  l i m i t e d  f o r  a  l o n g  t i m e  t o  
a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d i e s  ( F r o n t a l i  & P i e r a n t o n i ,  19 73 ;  
Hue e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a s  d i s c u s s e d  i n  C h a p t e r  1 .
I n  19 7 0 ,  T e l f o r d  & M a t s u m u r a  r e p o r t e d  t h a t  t h e  
t e c h n i q u e s  u s e d  t o  p r o d u c e  s y n a p t o s o m e s  f r o m  m a m m a l i a n  
b r a i n  ( w h e r e b y  f r a c t i o n a t e d  t i s s u e  i s  a p p l i e d  t o  a 
d i s c o n t i n u o u s  s u c r o s e  g r a d i e n t )  w e r e  o f  v e r y  l i m i t e d  u s e  
w h e n  a p p l i e d  t o  c o c k r o a c h  n e r v o u s  t i s s u e .  B e c a u s e  i n s e c t  
s y n a p t o s o m e s  m i g h t  b e  o s m o t i c a l l y  s e n s i t i v e ,  D o n n e l l a n
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e t  a l .  ( 1 9 7 6 ) ,  w o r k i n g  w i t h  f l e s h  f l y  h e a d s ,  u s e d  
d i s c o n t i n u o u s  F i c o l l  g r a d i e n t s  r a t h e r  t h a n  s u c r o s e  i n  a n  
a t t e m p t  t o  k e e p  t h e  s e p a r a t i o n  c o n d i t i o n s  i s o t o n i c  w i t h  
t h e  s y n a p t o s o m e s .  T h i s  r e s u l t e d  i n  a  s y n a p t o s o m a l  
f r a c t i o n  b u t  t h i s  f r a c t i o n  w a s  h i g h l y  c o n t a m i n a t e d  w i t h  
m i t o c h o n d r i a .  D o w d a l l  & W h i t t a k e r  ( 1 9 7 3 )  h a d  a l r e a d y  
n o t e d  t h a t  s q u i d  h e a d  g a n g l i o n  s y n a p t o s o m e s  w e r e  b u o y a n t  
i n  F i c o l l  g r a d i e n t s .  T h i s  c o n c e p t  o f  f l o t a t i o n  l e d  B r e e r  
& J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  t o  p u b l i s h  a  m i c r o s c a l e  f l o t a t i o n  
t e c h n i q u e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
L o c u s t a  m i g r a t o r i a . T h i s  p r e p a r a t i o n  i s  b a s e d  o n  t h e  
f l o t a t i o n  o f  t h e  s y n a p t o s o m e s  f r o m  s e d i m e n t i n g  
m i t o c h o n d r i a  i n  a  c o n t i n u o u s  F i c o l l  g r a d i e n t .  T h e  
a u t h o r s  s t r e s s  t h a t  t h e  s u c c e s s  o f  t h e i r  t e c h n i q u e  i s  
d e p e n d a n t  o n  u s i n g  a  m i l d  h a n d  h o m o g e n i z a t i o n ,  s t r i c t l y  
i s o t o n i c  c o n d i t i o n s  a n d  a  c o n t i n u o u s l y  c o o l e d  
m i c r o h c m o g e n i z e r .  T he  p r e p a r a t i o n  h a s  s u b s e q u e n t l y  b e e n  
c h a r a c t e r i z e d  w i t h  e n z y m e  m a r k e r s ,  u l  t r a  s t r u c t u r a l  
a n a l y s e s  a n d  l i p i d  a n a l y s i s  ( B r e e r ,  1 9 8 1 a ,  1 9 8 2 a ) .
S y n a p t o s o m e s  p r o d u c e d  f r o m  i n s e c t  CNS by t h e  
m e t h o d  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  h a v e  s e e n  l i m i t e d  u s e ,  
l a r g e l y  i n  t h e  s t u d y  o f  c h o l i n e r g i c  n e u r o t r a n s m i s s i o n .  
S y n a p t o s o m e s  d e r i v e d  f r o m  l o c u s t  CNS e x h i b i t e d  h i g h  a n d
3
low  a f f i n i t y  [ H ] c h o l i n e  u p t a k e ;  t h e  h i g h  a f f i n i t y
3
[ H l c h o l i n e  u p t a k e  w a s  i n h i b i t e d  by h e m i c h o l  i n i  um-3 a n d  
a b s o l u t e l y  d e p e n d e n t  o n  e x t e r n a l  s o d i u m  ( B r e e r ,  1 9 8 2 b ) .
3 . . .
S y n a p t o s o m e s  l o a d e d  w i t h  [ H ] c h o l i n e  m  t h i s  w ay
3 +
r e l e a s e d  [ H ] a c e t y l c h o l i n e  o n  e x p o s u r e  t o  e l e v a t e d  K
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c o n c e n t r a t i o n s  ( B r e e r  & K n i p p e r ,  1 9 8 4 ) .  U s i n g  a  s i m i l a r  
m e t h o d  t o  t h a t  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  (19  8 0 ) ,  D w i v e d y  
(19 85 )  h a s  r e p o r t e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
t h e  CNS o f  t h e  c o c k r o a c h ,  Pe r i p l a n e t a  ame r i c a n a , w h i c h  
a l s o  e x h i b i t  h i g h  a f f i n i t y ,  s o d i u m - d e p e n d e n t ,
3
h e m i c h o l i n i u m - 3 - s e n s i t i v e  u p t a k e  o f  [ H j c h o l i n e .
I n s e c t  CNS i s  know n  t o  p o s s e s s  a  h i g h  c o n t e n t  
o f  a c e t y l c h o l i n e  a n d  a c e t y l c h o l i n e  r e c e p t o r s  ( B r e e r ,  
1 9 8 1 b )  a n d  t h e r e f o r e  i t  i s  n o t  s u r p r i s i n g  t h a t  t h e  
a v a i l a b i l i t y  o f  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  r a p i d l y  l e d  t o  t h e  
e l u c i d a t i o n  o f  c h o l i n e r g i c  u p t a k e  a n d  r e l e a s e  m e c h a n i s m s  
i n  i n s e c t  CNS. H o w e v e r ,  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  h a v e  s e e n  
m o r e  l i m i t e d  u s e  i n  t h e  s t u d y  o f  G A R A e rg i c  
n e u r o t r a n s m i s s i o n .  G o r d o n  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  u s e d  t h e  m e t h o d  
o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  t o  o b t a i n  a s y n a p t o s o m a l  
f r a c t i o n  f r o m  l o c u s t  n e r v o u s  t i s s u e ,  a n d  d e m o n s t r a t e d
3
t h a t  t h e s e  s y n a p t o s o m e s  c o u l d  a c c u m u l a t e  [ HJGABA.  T h e  
f u r t h e r  s t u d y  o f  t h i s  u p t a k e  u t i l i z e d  s y n a p t o s o m e s  w h i c h
h a d  b e e n  o s m o t i c a l l y  s h o c k e d  t o  p r o d u c e  m e m b r a n e
3 +v e s i c l e s .  T h e  I HJGABA u p t a k e  o f  t h e s e  v e s i c l e s  w a s  Na -
a n d  C l  " - d e p e n d e n t , a b o l i s h e d  by  n i g e r i c i n  w h i c h  w o u l d
c o l l a p s e  a  N a + g r a d i e n t  ( o u t  > i n )  a n d  s t i m u l a t e d  b y
v a l i n o m y c i n  w h i c h  s h o u l d  e n h a n c e  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l
( i n t e r i o r  n e g a t i v e ) .  T h e r e f o r e  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e
3
[H JG A B A  u p t a k e  c a p a c i t y  o f  t h i s  l o c u s t  p r e p a r a t i o n  
e x h i b i t e d  a  s i m i l a r  e l e c t r o c h e m i c a l  d e p e n d e n c e  t o  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  u p t a k e  s y s t e m  o f  m a m m a l i a n  b r a i n .  M o re  
r e c e n t l y  l o c u s t  s y n a p t o s o m e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s
3h i g h  a n d  lo w  a f f i n i t y  u p t a k e  s y s t e m s  f o r  [ HJGABA ( B r e e r
& H e i l g e n b e r g ,  19 8 5 )  a n d  s y n a p t o s o m e s  f r o m  c o c k r o a c h  CNS
3
h a v e  a l s o  b e e n  s how n  t o  a c c u m u l a t e  [H JG A B A  ( W h i t t o n  e t  
a l . ,  1 9 8 6 ) .
T h e r e  i s  t h e r e f o r e  l i m i t e d  e v i d e n c e  t h a t  
s y n a p t o s o m e s  c a n  b e  p r o d u c e d  f r o m  i n s e c t  CNS a n d  t h a t  
t h e y  c a n  b e  u s e d  i n  t h e  s t u d y  o f  GABA u p t a k e .  A 
s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n  f r o m  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  
g a n g l i o n  w a s  t h e r e f o r e  d e v e l o p e d  a n d  t h e  p h y s i c a l  
p a r a m e t e r s  r e q u i r e d  f o r  t h e  o p t i m a l  p h y s i c a l  s t a b i l i t y  
o f  t h e  s y n a p t o s o m e s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  by  [ H j c h o l i n e  
u p t a k e .  T h i s  p r e p a r a t i o n  w as  t h e n  u s e d  i n  a  p r e l i m i n a r y  
s t u d y  o f  [^HJGABA u p t a k e .
3 . 2 /  MATERIALS & METHODS
MATERIALS
A l l  r e a g e n t s  a n d  s t a n d a r d  e n z y m e s  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  S ig m a  C h e m i c a l  C o r p o r a t i o n  o r  BDH 
C h e m i c a l s  L t d  u n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d .  T w o -w e e k  o l d  
a d u l t  l o c u s t s  (S c h i s t o c e r c a  g r e g a r i a ) , i n  t h e i r  5 ^  
i n s t a r ,  w e r e  u s e d  i n  a l l  e x p e r i m e n t s .  L o c u s t s  w e r e  
s u p p l i e d  by t h e  W e l s h  M o u t a i n  Z o o ,  C o lw y n  B a y ,  W a l e s .  
[ ^ H l C h o l i n e  (7 8  C i / m m o l )  a n d  [^H]GABA (5 4  C i / m m o l )  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  A m ersham  I n t e r n a t i o n a l  p i c ,  E n g l a n d .  
S o l u e n e  T i s s u e  S o l u b i l i z e r  w a s  s u p p l i e d  by The  P a c k a r d  
I n s t r u m e n t  C o . ,  a n d  f i l t e r s  by e i t h e r  W h a t m a n  L t d ,  
E n g l a n d  o r  M i l l i p o r e ,  E n g l a n d .
A l l  m e a s u r e m e n t s  o f  r a d i o a c t i v i t y  w e r e  m ade  i n  
e i t h e r  a n  LKB 1 2 1 7  R a c k b e t a  l i q u i d  s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r  
o r  a  P a c k a r d  M i n a x i  T r i - C a r b  4000  S e r i e s  l i q u i d  
s c i n t i l l a t i o n  c o u n t e r .  A l l  r a d i o a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  
o v e r  a  2 m i n  c o u n t i n g  p e r i o d  i n  O p t i P h a s e  ' S a f e 1 
s c i n t i l l a n t  (LKB S c i n t i l l a t i o n  P r o d u c t s ,  F i s o n s  p i c ,  
E n g l a n d ) .  T h e  c o u n t i n g  e f f i c i e n c y  w a s  35% a n d  q u e n c h i n g  
w a s  c o r r e c t e d  f o r .
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METHODS
3 . 2 . 1 /  A s s a y  o f  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e
L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  (LDH, EC 1 . 1 . 1 . 2 7 )  w as  
a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  J o h n s o n  ( I 9 6 0 ) ,  a s  m o d i f i e d  by  
M a r c h b a n J c s  (1 9  6 7 J .  O c c l u d e d  LDH a c t i v i t y  w as  m e a s u r e d  b y  
t h e  a d d i t i o n  o f  T r i t o n X - 1 0 0  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
0 .3%  ( v / v ) .  M e m b r a n e - b o u n d  a c t i v i t y  w as  m e a s u r e d  b y  t h e  
a d d i t i o n  o f  0 . 5  M NaCl t o  t h e  a s s a y  b u f f e r .
3 . 2 . 2 /  A s s a y  o f  g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  
G l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  
(GAPDH, EC 1 . 2 . 1 . 1 2 )  w a s  a s s a y e d  b y  t h e  m e t h o d  o f  C o r i  
e t  a l .  (19  4 8 ) .  O c c l u d e d  GAPDH a c t i v i t y  w a s  m e a s u r e d  by 
t h e  a d d i t i o n  o f  T r i t o n X - 1 0 0  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
0 .1%  ( v / v ) .
3 . 2 . 3 /  A s s a y  o f  m a l a t e  d e h y d r o g e n a s e
M a l a t e  d e h y d r o g e n a s e  (MDH, EC 1 . 1 * 1 . 3 7 )  w as
a s s a y e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y , f o l l o w i n g  t h e  o x i d a t i o n
o f  NADH a t  3 4 Unm ( E _ . n 6,  200  l m o l ” 1 c m - 1 ) .  O c c l u d e d  MDH34 0
a c t i v i t y  w as  m e a s u r e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  T r i t o n X - 1 0 0  t o  
a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 .1%  ( v / v ) .
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3 . 2 . 4 /  P r e p a r a t i o n  o f  p u r i f i e d  s y n a p t o s o m e s  f r o m  l o c u s t  
s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a
I n i t i a l  a t t e m p t s  t o  i s o l a t e  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
l o c u s t  f o l l o w e d  t h e  m e t h o d  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  
( F i g . 2 7 ) .  T h e  h e a d s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  50 i n s e c t s  a n d  
s t o r e d  on  i c e .  The  c u t i c l e  o f  t h e  h e a d  w a s  s h a v e d  o f f  
a n d  t h e  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  r e m o v e d  o n t o  
p r e - c h i l l e d  a l u m i n i u m  f o i l .  F i f t y  g a n g l i a  w e r e  p o o l e d  
a n d  w e i g h e d  f o r  a n  i n i t i a l  s t u d y .  The  h e a d s  w e r e  
h o m o g e n i z e d  (10% w / v ) i n  0 . 1  M T r i s - H C l ,  pH 7 . 3 ,  
c o n t a i n i n g  0 . 2 5  M s u c r o s e ,  u s i n g  10  p a s s e s  o f  a  c h i l l e d  
J e n c o n s  g l a s s  m i n i - h o m o g e n i z e r  a t  4 ° C .  T h e  h o m o g e n a t e  
w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 2 0 0  x g  f o r  1 5  m i n  a t  4 °C ,  a n d  t h e  
r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t ,  S ^ ,  s t o r e d  o n  i c e .  T h e  p e l l e t  w a s  
w a s h e d  t w i c e  ( b u t t e r  a n d  c e n t r i f u g a t i o n  a s  a b o v e )  a n d  
t h e  tw o  r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t s  p o o l e d ,  a d d e d  t o  a n d  
t h e  t o t a l  s u p e r n a t a n t s  w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  1 5 , 0 0 0  x 
g f o r  30 m i n  a t  4 ° C .  T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t ,  w a s
r e s u s p e n d e d  ( 1 / 5 ,  v / v )  i n  0 . 1  M T r i s - H C l ,  pH 7 . 3 ,  
c o n t a i n i n g  0 . 2 5  M s u c r o s e  a n d  12% ( w / v )  F i c o l l .  The  
m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  1 0 , 0 0 0  x g f o r  40 m i n  a t  4°C 
i n  a  S o r v a l l  RC-5B s u p e r s p e e d  c e n t r i f u g e .  T h i s  s h o u l d  
r e s u l t  i n  a  m i t o c h o n d r i a l  p e l l e t  a n d  a  s y n a p t o s o m a l  
p e l l i c l e  a t  t h e  s u r f a c e  w h i c h  i s  r e m o v e d  w i t h  a  
m i c  r o p i p e t t e .
10% Homogenate
C e n t r i f u g e d  a t  
I 2 0 0 g  f o r  15 min
P e l l e t  r e h o m o g e n i z e d  
t w i c e  a n d  
c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e
S u p e r n a t a n t  S
S u p e r n a t a n t s  S ' ,  S
Washed n u c l e a r  f r a c t i o n
C e n t r i f u g e d  a t  
I 5 0 0 0 g  f o r  30  min
P e l l e t  P^
R e s u s p e n d e d  
i n  F i c o l l
I_______ C e n t r i f u g e d  IOOOOg, 45  min
P e l l i c l e
S u p e r n a t a n t
P e l l e t
F i g . 27 P r e p a r a t i o n  o f  p u r i f i e d  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  a f t e r  
t h e  me th od  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 ) .
3 . 2 . 5 /  P r e p a r a t i o n  o f  a  s y n a p t o s o m e - r i c h  h o m o g e n a t e ,  H,  
f r o m  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a
T h e  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  w e r e  r e m o v e d  f r o m  
1 5  a d u l t  l o c u s t s  i n t o  550 p i  o f  c h i l l e d  b u f f e r  PCS ( 1 0 0  
mM s u c r o s e ,  pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  1 5 0  mM N a C l , 4 mM C a C l 2 ,
4 mM M g C l2 , 4 mM NaHC03 a n d  6 mM KH2PC>4 K  T h i s  
s u s p e n s i o n  w a s  h o m o g e n i z e d  on  i c e  i n  a  1 ml g l a s s  
m i n i - h o m o g e n i z e r  ( J e n c o n s  S c i e n t i f i c  L t d . ,  B e d f o r d s h i r e ,  
E n g l a n d )  u s i n g  5 v e r y  g e n t l e  s t r o k e s  o f  a  t e f l o n  p e s t l e  
( 4 . 8 2  mm d i a m e t e r ) .  T h i s  h o m o g e n a t e  w as  e i t h e r  u s e d  
d i r e c t l y ,  H, o r  f i l t e r e d  t h r o u g h  n y l o n  b o l t i n g  c l o t h  
(19  2 pm m e s h )  a n d  t h e  c l o t h  w a s h e d  w i t h  a  f u r t h e r  250 p i  
o f  c o l d  b u f f e r  PCS ( H F ) .  The h o m o g e n a t e  t y p i c a l l y  h a d  a  
p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 m g / m l .
3 . 2 . 6 /  P r e p a r a t i o n  o f  r a t  b r a i n  ( s t r i a t a l )  s y n a p t o s o m e s  
Two m a l e  W i s t a r  r a t s  ( 2 0 0 - 2 5 0  g )  w e r e  k i l l e d  
b y  c e r v i c a l  d i s l o c a t i o n  a n d  t h e  s t r i a t a  d i s s e c t e d  o u t  
i n t o  c h i l l e d  0 . 3 2  M s u c r o s e .  The s t r i a t a  w e r e  t h e n  
h o m o g e n i z e d  i n  a  p r e - c o o l e d  P o t t e r - E l v e j h a m  t e f l o n / g l a s s  
h o m o g e n i z e r  ( 2 x 6  p a s s e s ) .  The h o m o g e n a t e  w as  l o a d e d  
o n t o  tw o  d i s c o n t i n u e s  s u c r o s e  g r a d i e n t s ,  c o m p r i s i n g  0 . 3 2  
M, 0 . 8  M, a n d  1 . 2  M s u c r o s e .  The  g r a d i e n t s  w e r e  
c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 , 0 0 0  x g f o r  1 h a t  4°C i n  a B eckm an  
S W 50 .1  r o t o r .  T h e  s y n a p t o s o m e s  f o r m  a  v i s i b l e  b a n d  a t  
t h e  0 . 8  M / 1 . 2  M s u c r o s e  i n t e r f a c e  a n d  w e r e  r e m o v e d  a n d  
c e n t r i f u g e d  a t  200 0  x g i n  a n  MSE b e n c h  c e n t r i f u g e .  The  
p e l l e t  w as  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 3 2  M s u c r o s e  f o r  e l e c t r o n
m i c r o s c o p y .
3 . 2 . 7 /  P r e p a r a t i o n  o f  f r a c t i o n s  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y
The  m o r p h o l o g i e s  o f  t h e  l o c u s t  
s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i o n  a n d  t h e  sy  na p t o  som e - r i  ch 
h o m o g e n a t e  ( 3 . 2 . 5 )  w e r e  e x a m i n e d  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  
T a b l e  8 o u t l i n e s  t h e  p r o c e d u r e  u s e d  t o  p r e p a r e  a n d  
v i s u a l i s e  t h e  t i s s u e .
3 . 2 . 8 /  N e g a t i v e  s t a i n i n g  o f  s a m p l e s  f o r  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p y
S a m p l e s  t o  be s t a i n e d  w e r e  i n  s u s p e n s i o n  f o r m .  
A d r o p  o f  s u s p e n s i o n  w a s  p l a c e d  o n t o  a  c o p p e r ,  
p i o l o f o r m - c o a t e d  g r i d  a n d  t h e  g r i d  t h e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  
s u s p e n s i o n .  E x c e s s  f l u i d  w a s  d r a w n  o f f  t h e  g r i d  w i t h  a  
f i l t e r  p a p e r ,  a n d  t h e  g r i d  d r i e d  u n d e r  a  l a m p  f o r  1 0  
m i n .  A d r o p  o f  am monium m o l y b d a t e  s o l u t i o n  w a s  p l a c e d  o n  
t h e  g r i d ,  a n d  t h e  g r i d  r e m o v e d  a n d  d r i e d  a s  p r e v i o u s l y .  
T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  v i s u a l i s e d  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  
m i c r o s c o p e  a s  i n  3 . 2 . 7 .  H i e  ammonium m o l y b d a t e  s o l u t i o n  
m u s t  be i s o - o s m o t i c  w i t h  t h e  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n  o f  
t h e  s a m p l e  s u s p e n s i o n  t o  a v o i d  d i s r u p t i o n  o f  t h e  
s y n a p t o s o m e s ;  2 . 5 %  ( w / v )  am monium m o l y b d a t e ,  pH 7 . 4  f o r  
m a m m a l i a n  s a m p l e s ,  3 . 5 %  ( w / v ) ,  pH 7 .3 f o r  i n v e r t e b r a t e  
s a m p l e s .  T h e s e  v a l u e s  a r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  c a l i b r a t i o n  
c u r v e  a d a p t e d  f r o m  M u s c a t e l l o  & H o r n e  (196  8) ( F i g . 2 8 )  .
T a b l e  8 P r o c e d u r e  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  s a m p l e s  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
* S a m p l e s  c a n  b e  h e l d  f o r  l o n g e r  (2 d a y s )  a t  t h e s e  s t a g e s .
STAGE CONDITIONS TIME
P r e f i x 2.5% G l u t a r a l d e h y d e  i n  0.1 M c a c o d y l a t e  b u f f e r ,  pH 7 .2  ( b u f f e r ) ,  4°C O v e r n i g h t
Wash B u f f e r * 3 x 10 min
P o s t f i x 1% Osmium t e t r o x i d e  i n  b u f f e r ,  room temp 60 nu n
Wash B u f f e r 3 x 10 min
S t a i n i n g 1% aqueo us  u r a n y l  a c e t a t e  i n  d a r k 60 nun
Wash B u f f e r 3 x 10 min
D e h y d r a t i o n 30%, 50%, 70%*, 95% Acetone 2 > 5 min
100% Acetone 3 x 20 min
Bnbedding Taab E M R es in  50% r e s i n / 5 0 %  a c e t o n e Over ru g h t
100% r e s i n 2 x O v e rn ig h t
Poly me r i  r a t i o n 60<C o v e n  i n  Beam c a p s u l e s 2 - 3  d a y s
S e c t i o n i n g U l t r a t h i n  s e c t i o n s ,  LKB micro tome on U3
S t a i n i n g U ranyl  a c e t a t e 5 min
l e a d  c i t r a t e 10 min
Wash B u f f e r 3 x 10 min
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AMMONIUM MOLYBDATE CONCENTRATION ( % W/V )
Fig .28 C a l i b r a t i o n  c u r v e  f o r  n e g a t i v e  s t a i n i n g  o f  
b i o l o g i c a l  sa mp l es  in  s u c r o s e  s o l u t i o n  w i t h  i s o - o s m o t i c  




3 . 2 . 9 /  As s a y  o f  [ H j c h o l i n e  u p t a k e  by  H a n d  HF
3
To m e a s u r e  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  [ H ] c h o l i n e  
u p t a k e ,  90 p i  o f  H o r  HF ( 3 . 2 . 5 )  w e r e  a d d e d  t o  900 p i  o f  
c h i l l e d  b u f f e r  PCS c o n t a i n i n g  1 1 . 1  mM g l u c o s e ,  a n d  t h e n  
p r e i n c u b a t e d  a t  3 0 ° C  f o r  7 m i n  p r i o r  t o  t h e  a d d i t i o n  o f
3
10 p i  [ H j c h o l i n e  (1  m C i / m l ,  7 pM f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  
c h o l i n e ) . A t  s e t  t i m e  p o i n t s  100  p i  s a m p l e s  w e r e  r e m o v e d  
i n t o  1 ml i c e - c o l d  b u f f e r  PCS a n d  f i l t e r e d  v e r y  g e n t l y  
t h r o u g h  c e l l u l o s e  n i t r a t e  f i l t e r s  ( 0 . 4 5  pm p o r e  s i z e ) .
The  f i l t e r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  w i t h  9 ml i c e - c o l d  b u f f e r  
PCS, d r i e d  a t  room t e m p e r a t u r e ,  s o l u b i l i z e d  w i t h  1 ml 
2 - e t h o x y  e t h a n o l  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d  f o l l o w i n g  
t h e  a d d i t i o n  o f  5 ml s c i n t i l l a n t .
I n  some e x p e r i m e n t s  i n d i v i d u a l  u p t a k e  
i n c u b a t i o n s  w e r e  u s e d  w h i c h  w e r e  e x a c t l y  a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  b u t  u s i n g  p r o p o r t i o n a l l y  r e d u c e d  v o l u m e s .
T h e r e f o r e  9 p i  H w e r e  a d d e d  t o  90 p i  b u f f e r  PCS c o n t a i n i n g
3
1 1 . 1  mM g l u c o s e  a n d  1 p i  [ H j c h o l i n e  a d d e d  f o l l o w i n g  
p r e i n c u b a t i o n .  The m i x t u r e  w as  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  30 m i n  
a t  3 0 °C  a n d  t h e  w h o l e  v o l u m e  t h e n  f i l t e r e d  a n d  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  o n  t h e  f i l t e r  c o u n t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .
3 . 2 . 1 0 /  R e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r o m  HF p r e l o a d e d  w i t h 
[ ^ H j c h o l i n e
S a m p l e s  (54  p i )  o f  HF ( 3 . 2 . 5 )  w e r e  p r e l o a d e d
3
w i t h  [ H j c h o l i n e  a s  d e s c r i b e d  f o r  i n d i v i d u a l  u p t a k e  
i n c u b a t i o n s  ( 3 . 2 . 9 ) .  H o w e v e r  f o l l o w i n g  i n c u b a t i o n  a t
30°C  f o r  30 m i n ,  r a t h e r  t h a n  f i l t e r i n g ,  t h e  u p t a k e  was  
t e r m i n a t e d  by  d i l u t i o n  w i t h  13 ml i c e - c o l d  b u f f e r  PCS 
a n d  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  5 m i n  a t  2500  rpm i n  a n  MSE b e n c h  
c e n t r i f u g e .  The  r e s u l t i n g  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  1 ml 
o f  e i t h e r  Na+ - b u f f e r  ( b u f f e r  PCS) o r  K+ - b u f f e r  ( b u f f e r  
PCS c o n t a i n i n g  100  mM NaCl a n d  50  mM KC1 r a t h e r  t h a n  150  
mM N a C l ) ,  i n c u b a t e d  a t  3 0 °C  f o r  5 m i n  a n d  t h e n  
c e n t r i f u g e d  a s  a b o v e .  The  p e l l e t s  w e r e  s o l u b i l i z e d  w i t h  
200 p i  S o l u e n e  T i s s u e  S o l u b i l i z e r  a n d  t h e n  n e u t r a l i z e d  
w i t h  200 p i  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d .  The  r a d i o a c t i v i t y  o f  
b o t h  t h e  s u p e r n a t a n t s  a n d  t h e  s o l u b i l i z e d  p e l l e t s  was  
c o u n t e d  t o  g i v e  a  m e a s u r e  o f  t h e  K+- e v o k e d  r e l e a s e  o f  
r a d i o a c t i v i t y .
I n  some e x p e r i m e n t s  HF w a s  p r e l o a d e d  w i t h  
[ ”* H ] c h o l i n e  u s i n g  f o u r - f o l d  g r e a t e r  v o l u m e s  t h r o u g h o u t .  
F o l l o w i n g  t h e  f i r s t  c e n t r i f u g a t i o n  t h e  p e l l e t s  w e r e  
r e s u s p e n d e d  i n  2 . 2  ml o f  e i t h e r  Na+ - b u f f e r  o r  K+- b u f f e r ,  
b o t h  c o n t a i n i n g  t h e  a c e t y l c h o l i n e  e s t e r a s e  i n h i b i t o r ,  
n e o s t y g m i n e  ( 5 0  p M ) . F o l l o w i n g  t h e  s e c o n d  c e n t r i f u g a t i o n  
a  0 . 2  ml s a m p l e  o f  t h e  s u p e r n a t a n t  w as  r e m o v e d  t o  
m e a s u r e  t h e  r a d i o a c t i v i t y  a n d  c h o l i n e  a n d  a c e t y l c h o l i n e  
w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  r e m a i n d e r  a n d  a n a l y s e d  by t h i n  
l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y .
3 . 2 . 1 1 /  Ex t r a c t i o n  o f  c h o l i n e  a n d  a c e t y l c h o l i n e  f r om 
a g u e o u s  s a m p l e s
F o l l o w i n g  t h e  r e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r o m  
[ ] c h o l i n e - l o a d e d  s a m p l e s  o f  HF ( 3 . 2 . 1 0 )  c h o l i n e  (C h )  
a n d  a c e t y l c h o l i n e  (ACh) w e r e  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  
r e s u l t i n g  s u p e r n a t a n t s  by  t h e  m e t h o d  o f  F onnum  ( 1 9 6 9 ) .  
S u p e r n a t a n t s  (2 m l )  w e r e  r a p i d l y  m i x e d ,  s e q u e n t i a l l y ,  
w i t h  400 p i  3 N p e r c h l o r i c  a c i d ,  400 p i  1 M N a 2 HPO^ a n d  
ml 2 - h e p t a n o n e ,  c o n t a i n i n g  15  m g / m l  t e t r a p h e n y l b o r o n .
T h e  m i x t u r e  w as  t h e n  s h a k e n  f o r  20 s e c  t o  e x t r a c t  t h e  
c h o l i n e  s p e c i e s  i n t o  t h e  o r g a n i c  p h a s e ,  a n d  t h e  o r g a n i c  
a n d  a q u e o u s  p h a s e s  w e r e  t h e n  s e p a r a t e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  
a t  2000  rpm i n  a n  MSE b e n c h  c e n t r i f u g e .  The  a q u e o u s  
p h a s e  u n d e r w e n t  a  s e c o n d  e x t r a c t i o n  w i t h  a  f u r t h e r  1 ml 
h e p t a n o n e  c o n t a i n i n g  45 m g / m l  t e t r a p h e n y l b o r o n .  The 
c h o l i n e  s p e c i e s  w e r e  t h e n  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  c o m b i n e d  
h e p t a n o n e  w i t h  5 ml 1 M HC1 a n d  t h i s  a q u e o u s  p h a s e  w as  
t h e n  w a s h e d  w i t h  2 x 5 ml h e p t a n o n e  t o  r e m o v e  a n y  
r e s i d u a l  t e t r a p h e n y l b o r o n .  The  r e s u l t i n g  a q u e o u s  p h a s e  
w a s  f r e e z e - d r i e d  o v e r n i g h t  i n  a n  E d w a r d s  M o d u l y o  f r e e z e  
d r i e r .  T y p i c a l l y  t h e s e  l y o p h i l i z e d  s a m p l e s  c o n t a i n e d  a 
b r o w n  r e s i d u e  o w in g  t o  r e s i d u a l  s u c r o s e  f r o m  b u f f e r  PCS 
a n d  i t  w as  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t o  r e - e x t r a c t  t h e  c h o l i n e  
s p e c i e s  p r i o r  t o  t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y .  The s a m p l e s  
w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  100 p i  H 2 O a n d  t h e n  r e - e x t r a c t e d  w i t  
600 p i  h e p t a n o n e  c o n t a i n i n g  10 m g /m l  t e t r a p h e n y l b o r o n  
f o l l o w e d  by  6 0 0 p l  1 M HC1 w h i c h  w as  t h e n  w a s h e d  t w i c e  
w i t h  h e p t a n o n e  a n d  f r e e z e  d r i e d  p r i o r  t o  a n a l y s i s  by
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t h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y .
3 . 2 . 1 2 /  Th i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a p hy  o f  c h o l i n e  s p e c i e s
The  s e p a r a t i o n  o f  c h o l i n e  a n d  ACh b y  t i c  
e m p l o y e d  t h e  m e t h o d  o f  H e m s w o r t h  & M o r r i s  (19 64)  a s  
d e s c r i b e d  b y  M a r c h b a n k s  & I s r a e l  ( 1 9 7 1 ) .  L y o p h i l i z e d  
s a m p l e s  w e r e  r e c o n s t i t u t e d  i n  15  p i  m e t h a n o l  c o n t a i n i n g  5 
mM Ch a n d  5 mM ACh a s  c a r r i e r s  a n d  t h e n  s p o t t e d  o n t o  a  
0 . 1  mm t h i c k  c e l l u l o s e  p l a t e  ( 2 0  x 20 cm ,  M e r c k ,  
D a r m s t a d t ,  W .G e rm a n y )  w h i c h  h a d  b e e n  p r e - r u n  i n  a n  8 : 2  
b u t a n o l  r e t h a n o l  m i x t u r e  a n d  a c t i v a t e d  f o r  10  m i n  a t  
6Q °C.  The  l o a d e d  p l a t e  w a s  t h e n  r u n  i n  a  
b u t a n o l  r e t h a n o l r a c e t i c  a c i d r w a t e r  ( 8 : 2 : 1 : 3 )  s o l v e n t  
s y s t e m  u n t i l  t h e  f r o n t  a p p r o a c h e d  t h e  t o p  o f  t h e  p l a t e .  
F o l l o w i n g  d r y i n g ,  t h e  p l a t e  w a s  d e v e l o p e d  by  s p r a y i n g  
w i t h  p o t a s s i u m  i o d o p l a t i n a t e ; Ch d e v e l o p s  a  b l u e  c o l o u r  
a n d  ACh a  p u r p l e  c o l o u r .  The  d e v e l o p e d  s p o t s  w e r e  
s c r a p e d  i n t o  s c i n t i l l a t i o n  v i a l s  a n d  d e c o l o u r i z e d  w i t h  
1 0 0  p i  5% ( w / v )  N a2S 0^  i n  e t h a n o l  p l u s  250  p i  0 . 1  M 
e t h a n o l i c  a m m o n i a .  The  r a d i o a c t i v i t y  w a s  t h e n  c o u n t e d  i n  
10 ml s c i n t i l l a n t .
3 . 2 . 1 3 /  As s a y  o f  [^HjGABA u p t a k e  b y  HF
3
To m e a s u r e  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  [ H]GABA u p t a k e  
b y  HF ( 3 . 2 . 5 ) ,  225  p i  HF w e r e  a d d e d  t o  2 . 2 2 5  ml b u f f e r  
PCS, c o n t a i n i n g  1 1 . 1  mM g l u c o s e  a n d  t h e n  p r e i n c u b a t e d  a t  
3 0 °C  f o r  7 m i n .  A s o l u t i o n  o f  [^HJGABA a n d  t h e  GABA-T 
i n h i b i t o r ,  a m i n o o x y a c e t i c  a c i d  (AOAA ) ( 5 0  p i )  w a s  t h e n
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a d d e d  t o  g i v e  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  50 pM AOAA a n d  0 . 1  
pM [ H ]GABA. S a m p l e s  ( 2 0 0  p i )  w e r e  t h e n  r e m o v e d  a t  s e t  
t i m e  p o i n t s  i n t o  1 ml i c e - c o l d  b u f f e r  PCS a n d  v e r y  
g e n t l y  f i l t e r e d  t h r o u g h  0 . 4  5 pm p o r e  s i z e  c e l l u l o s e  
n i t r a t e  f i l t e r s  (W ha tm an)  w h i c h  w e r e  w a s h e d ,  s o l u b i l i z e d  
a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  m e a s u r e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  
I ^ H j c h o l i n e  u p t a k e  ( 3 . 2 . 9 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  0 . 1  mM 
n i p e c o t i c  a c i d  a n d  0 . 1  mM 2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d  w e r e  
s t u d i e d  by  i n c o r p o r a t i n g  t h e m  i n  t h e  2 . 2 2 5  ml b u f f e r  PCS 
p l u s  g l u c o s e .
3 . 2 . 1 4 /  R e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r o m  flF p r e l o a d e d  w i t h
{ 3H]GABA
a )  C e n t r i f u g a t i o n  m e t h o d
I n d i v i d u a l  i n c u b a t i o n s  (9 0  p i  HF i n  900  p i  
b u f f e r  PCS p l u s  1 1 . 1  mM g l u c o s e )  w e r e  p r e i n c u b a t e d  i n  
b e n c h  c e n t r i f u g e  t u b e s  a t  3 0 ° C  f o r  7 m i n  b e f o r e  t h e  
a d d i t i o n  o f  20 p i  (^HJGABA ( 0 . 1  pM f i n a l  c o n c e n t r a t i o n ) ,  
a n d  t h e n  i n c u b a t e d  a t  30°C  f o r  10 m i n .  T h e  s a m p l e s  w e r e  
t h e n  c e n t r i f u g e d  a n d  t r e a t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  f o r  t h e
3
r e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r c m  [ H j c h o l i n e  l o a d e d
3
s y n a p t o s o m e s  ( 3 . 2 . 1 0 )  e x c e p t  t h a t  t h e  w a s h e d  [ HJGABA 
l o a d e d  s a m p l e s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  Na+ - b u f f e r ,  K+- b u f f e r  
o r  K+C a 2+- b u f  f e r  ( T a b l e  9)  .
b )  F i l t r a t i o n  m e t h o d
A f t e r  l o a d i n g  HF w i t h  [ H]GABA a s  d e s c r i b e d  
a b o v e  i n  3 . 2 . 1 4 a ,  r a t h e r  t h a n  c e n t r i f u g i n g  t h e  s a m p l e s ,  
t h e y  w e r e  a p p l i e d  t o  0 ^ 4  5 pm p o r e  s i z e  c e l l u l o s e  n i t r a t e  
f i l t e r s  ( W h a tm a n )  . The f i l t e r s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  w i t h  5 
ml b u f f e r  PCS,  b e f o r e  b e i n g  t r e a t e d  w i t h  2 ml o f  
Na+ - b u f f e r ,  K+- b u f f e r  o r  &+C a ^ + - b u f f e r  ( T a b l e  9) a n d  t h e  
f i l t r a t e  c o l l e c t e d .  The  f i l t e r s  w e r e  s o l u b i l i z e d  a n d  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  c o u n t e d  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( 3 . 2 . 9 ) .  The  
r a d i o a c t i v i t y  o f  t h e  f i l t r a t e s  w a s  c o u n t e d  i n  18 ml 
s c i n t i l l a n t  t o  g i v e  a  m e a s u r e  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  
r e l e a s e d  by  d i f f e r e n t  s t i m u l i .
B u f f e r C o n c e n t r a t i o n  (mM)
iSaCl KCl CaCl  2
Na+ (P C S ) 150 0 4
K+ 1 0 6 50 0
K+Ca 2+ 100 50 4
Ta b l e  9 Summary o f  d i f f e r e n c e s  i n  i o n i c  c o n t e n t  o f  Na+ - ,  
K+- ,  a n d  K+C a ^ + - b u f f e r s  u s e d  i n  [^HJGABA r e l e a s e  
s t u d i e s .
3 . 3 /  RESULTS
3 . 3 . 1 /  Enzyme a c t i v i t i e s  i n  l o c u s t  g a n g l i a
Any s u c c e s s f u l  a t t e m p t s  t o  p r o d u c e  
s y n a p t o s o m e s  s h o u l d  r e s u l t  i n  m e m b r a n e - e n c l o s e d  b o d i e s  
w h i c h  c o n t a i n  t h e  c y t o s o l i c  c o n s t i t u e n t s  o f  t h e  n e r v e  
t e r m i n a l .  T h e r e f o r e  a s s a y  o f  c y t o s o l i c  e n z y m e  a c t i v i t i e s  
i n  t h e  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n ,  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h e r e  
b o t h  f r e e  a n d  o c c l u d e d  e n z y m e s  c a n  b e  m e a s u r e d ,  may 
c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  s y n a p t o s o m e s .
L o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  w e r e  
e x t e n s i v e l y  h o m o g e n i z e d  a n d  t h e  a c t i v i t i e s  i n  t h e  
r e s u l t i n g  h o m o g e n a t e  o f  t h e  t h r e e  e n z y m e s  m a l a t e  
d e h y d r o g e n a s e  (MDH),  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  (LDH) a n d  
g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (GAPDH) w e r e  
a s s a y e d  ( 3 . 2 . 1 - 3 )  i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  
T r i t o n X - 1 0 0 .  The  r e s u l t s  a r e  c o m p a r e d  i n  T a b l e  1 0 .
GAPDH i s  a s s a y e d  i n  T r i s - H C l  b u f f e r ,  pH 7 . 6  
c o n t a i n i n g  20 mM s o d i u m  a r s e n a t e  w h e r e a s  t h e  s y n a p t o s o m e  
p r e p a r a t i o n  b u f f e r  i s  K H ^ O ^ / N a H C O ^ , pH 7 . 4 ,  c o n t a i n i n g  
100 mM s u c r o s e .  T h e r e f o r e  t h e  a c t i v i t y  o f  GAPDH w as  
f u r t h e r  a n a l y s e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e  a s s a y  c o n d i t i o n s  
a n d  i n  p a r t i c u l a r  t h e  a s s a y  b u f f e r  u s e d ,  t h e  pH o f  t h e  
a s s a y  b u f f e r  a n d  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  s u c r o s e  a n d  
a r s e n a t e .  The  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  T a b l e  1 1 .
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ENZYME ACTIVITY % NON-
( u m o l / m i n / m g  p r o t e i n )  OCCLUDED
-  TRITON + TRITON
MDH 2 . 0 4 5 2 . 7 1 4 7 5 . 3
+ 0 . 1 0 3 0 . 0 7 6 + 2 . 5
LDH 0 . 0 1 9 0 . 0 1 9 1 0 0 . 0
+ 0 . 0 0 1 + 0 . 0 0 1
oo
1
GAPDH 0 . 0 6 8 0 .  068 1 0 0 .0
♦ 0 . 0 0 7 0 . 0 0 7 + 0 . 0
Table  10 The a c t i v i t i e s  of  the  enzymes  m a l a t e  
d e h y d r o g e n a s e  (MDH), l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  (LDH) and 
g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (GAPDH) i n  
homogenate s  o f  l o c u s t  g a n g l i a  in t he  p r e s e n c e  and 
a b s e n c e  of  T r i t o n X - 1 0 0 .  R e s u l t s  a r e  from f o u r  
s e p a r a t e  homogenates  + SEM, u s i n g  d u p l i c a t e  
d e t e r m i n a t i o n s  in each c a s e .
1 7 6
BUFFER SUCROSE pH A*04 % STANDARD GAPDH
ACTIVITY
TRIS-HCL - 7 . 6 + 1 0 0 . 0
PHOSPHATE/
CARBONATE
+ 7 . 4 6 2 . 5
TRIS-HCL + 7 . 6 + 9 5 . 8
TRIS-HCL 7 . 4 + 7 7 . 5
TRIS-HCL + 7 . 2 4 6 8 . 8
TRIS-HCL + 7 . 4 _ 1 . 7
T a bl e 11 E f f e c t s  of  v a r i o u s  c h a n g e s  in b u f f e r  
c o n d i t i o n s  on s t a n d a r d  GAPDH a c t i v i t y  in homogenates  
o f  l o c u s t  g a n g l i a .  R e s u l t s  a r e  the  means of  
d e t e r m i n a t i o n s  in t h r e e  s e p a r a t e  ho mo gen a t e s .  
St andard  GAPDH a c t i v i t y  (100%) i s  the  a c t i v i t y  in 80 
mM Tr i s - H Cl  b u f f e r ,  pH 7 . 6 ,  m  the  p r e s e n c e  of  20 mM 
a r s e n a t e  and a b s e n c e  of  100 mM s u c r o s e .
3 . 3 . 2 /  P r e p a r a t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  l o c u s t  
s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a
I n i t i a l  a t t e m p t s  t o  p r o d u c e  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  f o l l o w e d  t h e  m e t h o d  o f  
B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  ( 3 . 2 . 4 ) .  The  a c t i v i t y  o f  LDH 
( t o t a l  a n d  o c c l u d e d )  w a s  m e a s u r e d  i n  v a r i o u s  f r a c t i o n s  
o f  t h e  p u r i f i c a t i o n ,  a n d  t h e  r e s u l t s  a r e  p r e s e n t e d  i n  
T a b l e  1 2 .
F o l l o w i n g  t h e  l a c k  o f  s u c c e s s  i n  p r o d u c i n g  
s y n a p t o s o m e s  by  t h i s  m e t h o d o l o g y ,  i t  w a s  d e c i d e d  t o  
d e v e l o p ,  s y s t e m a t i c a l l y ,  a  p r o c e d u r e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  
o f  l o c u s t  g a n g l i o n i c  s y n a p t o s o m e s  a n d  t o  m o n i t o r  e a c h  
s t a g e  w i t h  a  m o r p h o l o g i c a l  a s s a y .
3 . 3 . 2 . 1 /  NEGATIVE STAINING OF SYNAPTOSOMES
A r a p i d ,  " s a m e - d a y ” e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  
m o n i t o r  f o r  s y n a p t o s o m e s  w a s  d e v e l o p e d  by  u s i n g  n e g a t i v e  
s t a i n i n g  ( 3 . 2 . 8 ) .  The  p r o c e d u r e  w as  d e v e l o p e d  u s i n g  a n  
e s t a b l i s h e d  p r e p a r a t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  r a t  
s t r i a t u m  ( 3 . 2 . 6 ) ,  a n d  t y p i c a l  p r o f i l e s  o f  t h e s e  
s y n a p t o s o m e s  o b t a i n e d  on  n e g a t i v e  s t a i n i n g  a r e  s how n  i n  
F i g .  2 9 .
L o c u s t  g a n g l i a  w e r e  h o m o g e n i z e d  a s  d e s c r i b e d  
( 3 . 2 . 5 )  a n d  on n e g a t i v e  s t a i n i n g  t h i s  p r e p a r a t i o n  
e x h i b i t e d  s y n a p t o s o m a l  p r o f i l e s  a s  sh o w n  i n  F i g . 3 0 .
T a b l e  12 The  a c t i v i t y  o f  LDH i n  v a r i o u s  
f r a c t i o n s  o f  t h e  p u r i f i e d  s y n a p t o s o m e  
p r o c e d u r e  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 ) .  The 
f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d  t o  t h o s e  u n d e r l i n e d  o n  
t h e  i n s e t  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e .  O c c l u d e d  
a c t i v i t y  was  d e r i v e d  f r o m  t h e  a c t i v i t y  
r e l e a s e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  T r i t o n X - 1 0 0 .  
R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  f o u r  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s  +SEM.
1 7 9
FRACTION % RECOVERY % OCCLUDED
OF LDH ACTIVITY LDH ACTIVITY
HOMOGENATE 100 4 7 . 5 ♦ 5 . 3
P 2
3 7 .  3 ♦ 3 . 0 1 6 . 5 ♦ 2 . 6
P E L L I C L E 4 . 9 ♦ 2 . 2 8 . 0 ♦ 4 . 5
SUPERNATANT 1 5 .  0 5 . 4 5 0 . 0 ♦ 2 8 . 9
PELLET 2 . 4 ♦ 1 . 5 3 0 . 3 ♦ 1 5 . 5
C a n t r l f u * a d  a t  
I 2 0 Q (  f o r  I S  B i n
S u p a r
P a l l a t  r « h o a o f » n I  c a d  
t a t c a  a n d  
c a n l r l f u c a d  a a  a b o v a
S u p a r n a t a n t a  S ' .  S ' * -----
Wa a h a d  n u c l a a r  f r a c t i o n
C a n t r l f u c a d  a t  
ISOOOc f o r  JO a l l
K t a u a p a n d a d
I n  r i c o l  I C a n  t r I ( u< *d  
I rxXKTf . 4 5 air
S u p a .
P a l  I a t
1 8 0
F i g . 29 E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  n e g a t i v e l y  
s t a i n e d  r a t  s t r i a t a l  s y n a p t o s o m e s  v i e w e d  a t  
3 3 , 0 0 0  x m a g n i f i c a t i o n .  S c a l e  b a r s  d e n o t e  
a c t u a l  s i z e s  o f  s t r u c t u r e s .
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F i g . 30 E l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  n e g a t i v e l y  
s t a i n e d  l o c u s t  g a n g l i o n i c  s y n a p t o s o m e s  (H, 
3 . 2 . 5 )  v i e w e d  a t  a )  3 3 , 0 0 0  x a n d  b )  1 0 0 , 0 0 0  
x  m a g n i f i c a t i o n .  S c a l e  b a r s  d e n o t e  a c t u a l  
s i z e s  o f  s t r u c t u r e s .
1 8 3
F i g . 3 1  T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  
s e c t i o n s  t h r o u g h  w h o l e  l o c u s t  
s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  v i e w e d  a t  a )  3 , 3 0 0  
x  a n d  b )  3 3 , 0 0 0  x  m a g n i f i c a t i o n .  S c a l e  b a r s  
d e n o t e  a c t u a l  s i z e s  o f  s t r u c t u r e s .
a 18 5
O. 35/im
F i g  . 3 2  T r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  
s e c t i o n s  t h r o u g h  p e l l e t e d  s y n a p t o s o m e - r i c h  
h o m o g e n a t e ,  H ( 3 . 2 . 5 )  v i e w e d  a t  a )  3 , 3 0 0  x 
a n d  b )  3 3 , 0 0 0  x m a g n i f i c a t i o n .  S c a l e  b a r s  






3 . 3 . 2 . 2 /  TRANSMISSION ELECTRON MICROSCOPY OF LOCUST 
SUP RAO ESOPHAGEAL GANGLIA AND THE RESULTING 
SYNAPTOSOME-RICH HOMOGENATE, H
S e c t i o n s  o f  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  
a n d  t h e  h o m o g e n a t e ,  H, m a d e  f r o m  t h e s e  g a n g l i a  ( 3 . 2 . 5 )  
w e r e  v i s u a l i z e d  by  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
( 3 . 2 . 7 ) .  R e p r e s e n t a t i v e  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  a r e  s h o w n  
i n  F i g s .  3 1&3 2 .
3 . 3 . 3 /  I ^ H ] C h o l i n e  u p t a k e  b y H a n d  HF
I n  a d d i t i o n  t o  a  m o r p h o l o g i c a l  m o n i t o r  f o r  
s y n a p t o s o m e s , a n  a s s a y  w as  r e q u i r e d  w h i c h  w o u l d  g i v e  a n  
i n d i c a t i o n  o f  t h e  p h y s i o l o g i c a l  v i a b i l i t y  o f  t h e  
s y n a p t o s o m e s ,  p r i o r  t o  a n y  i n v e s t i g a t i o n  o f  GABA u p t a k e
3
by  t h e  p r e p a r a t i o n .  T h e r e f o r e  t h e  u p t a k e  o f  I H j c h o l i n e  
w a s  s t u d i e d  i n  H, a n d  t h e  f i l t e r e d  h o m o g e n a t e ,  HF, a s  
d e s c r i b e d  i n  3 . 2 . 9 .  The  h o m o g e n a t e  a c c u m u l a t e d  
I ^ H j c h o l i n e  on  i n c u b a t i o n  a t  30°C a n d  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  
t h i s  u p t a k e  i s  s how n  i n  F i g .  3 3 .  T he  u p t a k e  f o l l o w i n g  
i n c u b a t i o n  a t  3 0°C  f o r  30 m i n  w as  r e d u c e d  b y  o v e r  95% by 
i n c u b a t i o n  on  i c e ,  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  d e t e r g e n t ,  o r  i n
3
t h e  p r e s e n c e  o f  t h e  m a m m a l i a n  [ H j c h o l i n e  u p t a k e  
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TI ME ( m i n )
F i g . 33 Time c o u r s e  of  ["^Hjchol ine u p t a k e  (7 pM) 
l o c u s t  g a n g l i o n i c  homogenate ,  H ( 3 . 2 . 5 )  a t  30°C.  
a r e  t he  means of  four  s e p a r a t e  homogenates  + SEM .
by the  
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F i g . 34 E f f e c t  of  i n c u b a t i o n  on i c e  ( I ) ,  i n the  p r e s e n c e  
o f  1% ( v / v ) T r i t o n X - 1 0 0  ( I I )  and in t h e  p r e s e n c e  of  0 . 1  
mM h e m i c h o l i n i u m - 3  ( I I I )  on the  u p t a k e  of  [ ^ H j c h o l i n e  (7 
pM) by H f o l l o w i n g  a 30min i n c u b a t i o n .  Standard u p ta k e  i s  
the u p t a k e  a t  30°C f o l l o w i n g  a 30 min i n c u b a t i o n .
R e s u l t s  a r e  the  means of  f o ur  s e p a r a t e  homogenates  +SEM.
3 . 3 . 3 . 1 /  STABILITY OF H ON STORAGE
3
The  t i m e  c o u r s e  o f  [ H ] c h o l i n e  u p t a k e  w a s  n o t  
a l t e r e d  a f t e r  s t o r a g e  o f  H o n  i c e  f o r  1 h ( F i g . 3 5 ) .
3 . 3 . 3 . 2 /  EFFECT ON [ 3 H]CHOLINE UPTAKE OF FILTERING H
3
The  e f f e c t  on  [ H ] c h o l i n e  u p t a k e  o f  f i l t e r i n g  
H w as  i n v e s t i g a t e d  i n  t h r e e  s e p a r a t e  h o m o g e n a t e s  
( F i g . 3 6 ) .  The  u p t a k e  i n  HF w as  n o t  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  
t h a n  t h a t  i n  H I I I ,  F i g . 3 6 ,  b y  s t u d e n t s  t - t e s t ,  p  >
0 . 1 ) ,  a n d  t h e  f i l t e r e d  h o m o g e n a t e ,  HF, w a s  u s e d  i n  a l l  
s u b s e q u e n t  i n v e s t i g a t i o n s .
3 . 3 . 3 . 3 /  EFFECT OF FILTER TYPE ON [ 3 H]CHOLINE UPTAKE BY 
HF
The u p t a k e  o f  [ 3 H ] c h o l i n e  by  HF w a s  r o u t i n e l y  
t e r m i n a t e d  by  f i l t r a t i o n  t h r o u g h  M i l l i p o r e  0 . 4 5  pm p o r e  
s i z e  c e l l u l o s e  n i t r a t e  f i l t e r s .  T h i s  u p t a k e  w a s  c o m p a r e d
3
w i t h  ( H ] c h o l i n e  u p t a k e  o b s e r v e d  u s i n g  g l a s s f i b r e  
f i l t e r s ,  b o i l e d  f i l t e r s ,  f i l t e r s  w i t h  a  l a r g e r  p o r e  s i z e  
( 0 . 6 5  pm) a n d  f i l t e r s  s u p p l i e d  by W hatm an  ( F i g . 3 7 ) .  F o r  
e c o n o m i c  r e a s o n s ,  W ha tm an  0 . 4  5 pm p o r e  s i z e  c e l l u l o s e  
n i t r a t e  f i l t e r s  ( u n b o i l e d )  w e r e  u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  
a s s a y s  b e c a u s e  t h e  u p t a k e  o f  [ H j c h o l i n e  o b s e r v e d  when 
u s i n g  t h e s e  f i l t e r s  w as  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  
t h a t  o b s e r v e d  when  u s i n g  t h e  m o r e  e x p e n s i v e  e q u i v a l e n t
F i g . 3  5 E f f e c t  o f  s t o r a g e  o f  h o m o g e n a t e ,  H 
o n  i c e  f o r  1  h ( b )  on t h e  t i m e  c o a r s e  o f  
[ ■ ^ H j c h o l i n e  u p t a k e  (7 |jrM, 3 0 ° C )  by  tw o  
h o m o g e u a t e s , I  & I I ,  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
u p t a k e  i n  t h e  f r e s h  h o m o g e n a t e  ( a ) .
3 H C H O L I N E  U P T A K E  ( p m o l / m g  p r o t e i n )
IO  <T> CD
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F i g . 36 E f f e c t  of  f i l t e r i n g  the  homogenate ,  H, t o  
g i v e  HF, on [ ^ H j c h o l i n e  u p t a k e .  H was f i l t e r e d  
t h rou gh  n y l o n  b o l t i n g  c l o t h  ( 3 . 2 . 5 )  and b o t h  H and 
HF were  i n c u b a t e d  w i t h  7 pM [ ^ H l c h o l i n e  f o r  20 min.  
R e s u l t s  a r e  the  means o f  s i x  d e t e r m i n a t i o n s  + SEM f o r  
t h r e e  s e p a r a t e  h o mo g e n a t e s ,  I ,  I I  and I I I .
3
F i g  . 3 7  E f f e c t  o f  f i l t e r  t y p e  on  [ H j c h o l i n e  
u p t a k e  (7 pM, 20 m i n  i n c u b a t i o n )  by  HF.  M, 
M i l l i p o r e ;  w ,  W h a t m a n ?  4 5 ,  0 . 4 5  pm p o r e  s i z e  
c e l l u l o s e  n i t r a t e ;  6 5 ,  0 . 6 5  pm p o r e  s i z e  
c e l l u l o s e  n i t r a t e ;  G F / F ,  W hatm an  G F / F
3
g l a s s f i b r e ;  B,  b o i l e d .  S t a n d a r d  [ H j c h o l i n e  
u p t a k e  ( 1 0 0 %) i s  t h e  u p t a k e  o b s e r v e d  u s i n g  
u n b o i l e d  M i l l i p o r e  0 . 4 5  pm p o r e  s i z e  
c e l l u l o s e  n i t r a t e  f i l t e r s .  R e s u l t s  a r e  t h e  
























f i l t e r s  f r a n  M i l l i p o r e .
3 . 3  . 3 . 4 /  EFFECT OF I  NC UBA TI ON T EM PERA TIR E ON [ 3 H]CHCLINE 
UPTAKE E i HF
The  e f f e c t s  o f  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  
( 2 0 - 7 0 °C )  a n d  h e m i c h o l  i n i  um-3 o n  [ 3 H ] c h o l i n e  u p t a k e  w e r e  
i n v e s t i g a t e d  i n  HF ( F i g . 3 8 )  .
3 . 3 . 3  . 5 /  EFFECT OF RIOUS BUFFER TREATMENTS ON
[ 3 h ] c h c l i n e  u p t a k e  m  h f
The  e f f e c t s  o f  t h e  e m i s s i o n  o f  g l u c o s e ,  t h e  
a d d i t i o n  o f  s o d i u m  az  i d e  a n d  t h e  ga s s i  ng  (9 5% /5% ,
O2 /QO 2 ) ° f  t * 1 6  i n c u b a t i o n  b u f f e r  o n  [ 3 H ] c h o l i n e  u p t a k e  
w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  HF ( T a b l e  1 3 )  .
3
3 . 3 . 4 /  R e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r o m  [ Hj c h o l i n e - l o a d e d  
HF
3
S a m p l e s  o f  HF w e r e  p r e l o a d e d  w i t h  [ H j c h o l i n e  
a n d  t h e  r e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  t h e n  c o m p a r e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  5 0  mM K+ a s  d e s c r i b e d  ( 3 . 2 . 1 0 )  . 
U s i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s ,  t h e  r a d i o a c t i v i t y  r e l e a s e d  i n  
t h e  p r e s e n c e  o f  K+ w a s  1 9 7  .3  + 22 .4% o f  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  r e l e a s e d  i n  t h e  a b s e n c e  o f  K+ ( m e a n  o f  s i x  
e x p e r i m e n t s  +SEM) .
T he  s u p e r n a t a n t s  f r o m  Na+ -  a n d  K " ^ - s t i m u l a t e d ,
3
[ H j c h o l i n e - l o a d e d  s a m p l e s  o f  HF w e r e  e x t r a c t e d  a s
F i g . 3 8 a )  E f f e c t  o f  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  
o n  [ ^ H j c h o l i n e  u p t a k e  ( 7  jjM, 30 m i n  
i n c u b a t i o n ) . R e s u l t s  a r e  f r o m  a  s i n g l e  
e x p e r i m e n t  u s i n g  t r i p l i c a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  
S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  s e c o n d  
e x p e r i m e n t ,  b> E f f e c t  o f  t e m p e r a t u r e  ( I  &
I I ,  3 0 ° C ; I I I  & IV ,  5 0 ° C ; V, 7 0 ° C ) a n d  0 . 1  mM 
h e m i c h o L i n i u m - 3  ( I I  & IV )  o n  1 H j c h o l i n e  
u p t a k e  (7  ^M, 30 m i n  i n c u b a t i o n ) .  R e s u l t s  a r e  
f r o m  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  u s i n g  t r i p l i c a t e  
d e t e r m i n a t i o n s .  I n  b o t h  a )  a n d  b )  100%
3
s t a n d a r d  £ H j c h o l i n e  u p t a k e  i s  t h e  u p t a k e  




























BUFFER TREATMENT % STANDARD [aHjCHOLINE 
UPTAKE
GLUCOSE OMISSION 122.5 + 35.1
1 mMSODIUM AZIDE 97.2 + 27.2
GASSED WITH (95%/5%) 149^6 + 46.0
°2//C02
Ta b l e  13 E f f e c t  o f  v a r i o u s  b u f f e r  t r e a t m e n t s  on 
3
[ H j c h o l i n e  u p t a k e  (7 pM, 20 m i n  i n c u b a t i o n )  by HF. 
R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  s i x  d e t e r m i n a t i o n s  +SEM.
2 0 2
d e s c r i b e d  ( 3 . 2 . 1 1 )  a n d  t h e  e x t r a c t s  a n a l y s e d  b y  t i c
( 3 . 2 . 1 2 )  f o r  t h e i r  Ch a n d  ACh c o n t e n t .  An e x a m p l e  i s  
sh o w n  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  r e c o v e r e d  f r o m  s a m p l e s  
r e l e a s e d  f r o m  HF a n d  f r o m  a s a m p l e  o f  s t a n d a r d
3
[ H j c h o l i n e ,  f o l l o w i n g  e x t r a c t i o n  a n d  t i c  ( T a b l e  1 4 ) .
3 . 3 . 4 . 1 /  THIN LATER CHROMATOGRAPHY OF CHOLINE SPECIES
T h i n  l a y e r  c h r o m a t o g r a m s  g a v e  c o n s i s t e n t  
s e p a r a t i o n  o f  s t a n d a r d  c h a l i n e  s p e c i e s  a s  j u d g e d  b y  
t h e i r  R^ v a l u e s  ( T a b l e  1 5 ) .  T h e  e x t r a c t e d  s a m p l e s  w e r e  
a l s o  w e l l  s e p a r a t e d  t h o u g h  t h e i r  R^ v a l u e s  w e r e  m o r e  
v a r i a b l e  ( T a b l e  15 )  d u e  t o  v a r y i n g  a m o u n t s  o f  o t h e r  
r e s i d u e s  a f f e c t i n g  t h e  m o b i l i t i e s  o f  t h e  s a m p l e s .
On e x t r a c t i o n  o f  s a m p l e s  o f  s u p e r n a t a n t s  o f  
Na+-  a n d  K+- s t i m u l a  t e d  s a m p l e s  o f  [ ^H ] c h o l i n e - l o a d e d  HF, 
r a d i o a c t i v i t y  w as  c o n s i s t e n t l y  r e c o v e r e d  f r o m  b o t h  Ch 
a n d  ACh s p o t s ,  i r r e s p e c t i v e  o f  t h e  s t i m u l u s ,  b u t  t h e  
r a t i o  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i n  t h e  ACh s p o t  t o  t h a t  i n  
t h e  Ch s p o t  was  a l w a y s  h i g h e r  i n  t h e  K - s t i m u l a t e d  
s a m p l e  t h a n  i n  t h e  Na+ - s t i m u l a t e d  s a m p l e  ( F i g . 3 9 ) .
3 . 3 . 5 /  [^H JG ABA u p t a k e  by  HF
H a v i n g  d e v e l o p e d  a n  a s s a y  f o r  t h e  u p t a k e  o f  
L ^ H j c h o l i n e  b y  HF,  [^HJGABA u p t a k e  s t u d i e s  c o u l d  b e  
p e r f o r m e d  o n  s a m p l e s  o f  HF w h i c h  w e r e  k n o w n  t o  b e
3
p h y s i o l o g i c a l l y  a c t i v e  b y  t h e i r  c a p a c i t y  f o r  [ H j c h o l i n e
3
u p t a k e .  H e n c e  t h e  a s s a y s  o f  [ HJGABA u p t a k e  by  HF
203




1St EXTRACTION 4 7 44 32
2nd EXTRACTION 12 7 1 1




T a b l e  14 E x a m p l e  o f  t h e  r a d i o a c t i v i t y  r e c o v e r e d  f r o m  
e x t r a c t e d  s u p e r n a t a n t s  f r o m  K+-  a n d  N a+- s t i m u l a t e d ,
[ 3H J c h o l i n e - l o a d e d  HF ( s e e  3 . 2 . 1 0 , 1 1 ) ,  a n d  a 
s t a n d a r d  [ 3f l ] c h o l i n e  s a m p l e .  The  1 s t  a n d  2 nd 
e x t r a c t i o n s  r e p r e s e n t  t h e  f i r s t  tw o  e x t r a c t i o n s  w i t h  
h e p t a n o n e  p r i o r  t o  a n y  e x t r a c t i o n  w i t h  HC1, a n d  a r e  






CHOLINE 0 .3 8 7  4 0 . 0 0 4 0 . 2 8  -  0 . 3 6
ACETYL CHOLINE 0 . 4 7 7  4 0 . 0 0 4 0 . 3 9  -  0 . 4 4
PROPYL CHOLINE 0 . 6 0 2  4 0 . 0 0 3 0 . 5 1  -  0 . 5 8
BUTYRYL CHOLINE 0 . 7 3 7  +■ 0 . 0 0 7 0 . 6 6  -  0 . 7 3
T a b l e  15  The R^ v a l u e s  o f  s t a n d a r d  a n d  e x t r a c t e d  
s p e c i e s  f o l l o w i n g  t i c .  R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  s i x  
c h r o m a t o g r a m s  +SEM f o r  t h e  s t a n d a r d s ,  a n d  t h e  r a n g e  
o f  v a l u e s  f o r  s i x  e x t r a c t e d  s a m p l e s .
F i g . 3 9  T i c  o f  e x t r a c t e d  s a m p l e s  o f
3
s u p e r n a t a n t s  o f  I H ] c h o l i n e - l o a d e d  HF* 
s t i m u l a t e d  e i t h e r  w i t h  K+ -  o r  Na+- b u f f e r  
( s e e  3 . 2 . 1 1 ) .
a )  R a d i o a c t i v i t y  r e c o v e r e d  i n  t h e  c h o l i n e  
s p o t  (C h )  a n d  a c e t y l c h o l i n e  s p o t  (ACh) f r o m  
t h r e e  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s ,  I ,  I I  a n d  I I I .  
R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  i n  t e r m s  o f  t h e
3
[ H ] c h o l i n e  o r i g i n a l l y  l o a d e d .
b )  T h e  d a t a  f r o m  t h e  t h r e e  s e p a r a t e  
e x p e r i m e n t s  i n  a )  c o m b i n e d  a n d  e x p r e s s e d  a s  
m e a n s ,  i n  t e r m s  o f  t h e  t o t a l  r a d i o a c t i v i t y  
r e c o v e r e d  f r o m  t h e  t i c  p l a t e .  B a r s  d e n o t e  
t h e  r e s u l t s  i n  t h e  i n d i v i d u a l  e x p e r i m e n t s .
I
ll
R E C O V E R E D  R A D I O A C T I V I T Y  ( p m o l  I 3 H I C h o l i n e )






























( 3 . 2 . 1 3 )  w e r e  i n i t i a l l y  c a r r i e d  o u t  i n  p a r a l l e l  w i t h  
s t a n d a r d  [ 3H ] c h o l i n e  u p t a k e  a s s a y s  on  t h e  sam e  
p r e p a r a t i o n  ( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  HF a c c u m u l a t e d  GABA on  
i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° C  a n d  a  t i m e  c o u r s e  o f  t h i s  u p t a k e  i s  
s h o w n  i n  F i g . 4 0 .  The u p t a k e  w as  g r e a t l y  r e d u c e d  by  
i n c u b a t i o n  o n  i c e  o r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  50 mM K+
( F i g  . 40 ) .
3 . 3 . 5 . 1 /  EFFECT OF GABA-T INHIBITORS ON [ 3H]GABA UPTAKE 
BY HF
3
[ H]GABA u p t a k e  w as  r o u t i n e l y  a s s a y e d  m  t h e  
p r e s e n c e  o f  t h e  GABA t r a n s a m i n a s e  i n h i b i t o r ,
3
a m l n o o x y a c e t i c  a c i d  (AOAA >. The t i m e  c o u r s e  o f  [ H]GABA 
u p t a k e  w as  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
AOAA, i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  GABA-T i n h i b i t o r  a n d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a  s e c o n d  GABA-T i n h i b i t o r ,  g a b a c u l l i n e  
( F i g . 4 1 ) .
3 . 3 . 5 . 2 /  EFFECTS OF NIPECOTIC ACID AND 2 ,4-DABA ON THE 
TIME COURSE OF [ 3H]GABA UPTAKE BY HF
The e f f e c t s  o f  t h e  m a m m a l i a n  GABA u p t a k e  
i n h i b i t o r s ,  n i p e c o t i c  a c i d  a n d  2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d
3
(2 ,4 -D A B A )  on  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  [ H ]GA BA u p t a k e  b y  HF 
w e r e  s t u d i e d  i n  tw o  s e p a r a t e  h o m o g e n a t e s  ( F i g . 4 2 ) .
•3
F i g  . 4 0  T im e  c o u r s e  o f  { HjGABA u p t a k e  ( 0 . 1  
pM) by  HF, i n  t h e  p r e s e n c e  o f  50 pM 
a m i n o o x y a c e t i c  a c i d ,  i n c u b a t e d  a t  3 0 °C  ( • ) ,  
o n  i c e  (O)  a n d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  50 mM K+
( A ) .  D a t a  a r e  f r o m  a  s i n g l e  e x p e r i m e n t  b u t  
s i m i l a r  d a t a  w e r e  o b t a i n e d  i n  a  s e c o n d  
e x p e r i m e n t .  T h e  b r o k e n  l i n e  i n d i c a t e s  a  
p o s s i b l e  b i p h a s i c  u p t a k e  p r o f i l e .
M
K>
GABA UPTAKE ( pm ol /  mq p r o t e i n  )





F i g >41 E f f e c t s  o f  i n h i b i t o r s  o f  GABA-T o n  
t h e  t i m e  c o u r s e  o f  I^HJGABA u p t a k e  ( 0 . 1  pM) 
b y  HF. A, 50 pM a m i n o o x y a c e t i c  a c i d ;  B,  n o  
i n h i b i t o r ;  C,  10 pM g a b a c u l l i n e .  R e s u l t s  a r e  
t h e  m e a n s  o f  f a u x  s e p a r a t e  e x p e r i m e n t s  +SEM.
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B
[ 3H ]  GABA UPTAKE ( p  m o l /  mg p r o t e i n  )




F i g . 4 2 E f f e c t  o f  0 . 1  mM n i p e c o t i c  a c i d  (A.)  
a n d  0 . 1  mM 2,4-DABA ( * )  on  t h e  s t a n d a r d  t i m e  
c o u r s e  ( # )  o f  { ]GABA u p t a k e  ( 0 . 1  pM) by  HF 
i n  tw o  s e p a r a t e  h o m o g e n a t e s ,  I  & I I .











3 . 3 . 6 /  R e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y f r o m  [ H]GAB A - l o a d e a  HP
F o l l o w i n g  t h e  l o a d i n g  o f  s a m p l e s  o f  HF w i t h  
l^H]GABA t h e y  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  Na+ - ,  K+-  o r  
K+C a ^ + - b u f f e r s  ( T a b l e  9 ,  3 . 2 . 1 4 )  a n d  t h e  r a d i o a c t i v i t y  
r e l e a s e d  w a s  t h e n  m e a s u r e d  e i t h e r  by  a  c e n t r i f u g a t i o n  
( 3 . 2 . 1 4 a )  o r  a  f i l t r a t i o n  m e t h o d  ( 3 . 2 . 1 4 b ) .  The  r e s u l t s  
u s i n g  t h e  tw o  m e t h o d s  a r e  c o m p a r e d  i n  T a b l e  1 6 a .  The  
r e l e a s e  m e a s u r e d  by  t h e  f i l t r a t i o n  m e t h o d  i s  e x p r e s s e d  
i n  T a b l e  1 6 b  h a v i n g  a s s u m e d  t h e  Na+ - s t i m u l a t e d  r e l e a s e  
a s  t h e  b a c k g r o u n d  r e l e a s e .
a218
METHOD RA D IO A C TIV ITY  RELEASED 
(% OF TOTAL LOADED)
Na* K+C a2+ K+
CEN TRIFUG ATIO N 7 2 . 3  4_ 2 . 6 7 7 . 7  4  2 . 7 7 3 . 4  4 3 . 7
FIL T R A T IO N 3 4 . 0  4  2 . 8 3 9 . 2  4  3 . 0 3 4 . 9  4 2 . 8
b
STIM ULATION R AD IO AC TIVITY  RELEASED 
( Na + STIM ULATION AS)
( BACKGROUND )
K+ Ca2+ 5 . 2  4 0 . 6
K+ 0 . 9  4 1 . 6
Ta b l e  16 R e l e a s e  of  r a d i o a c t i v i t y  from 
[ ]GA BA-loaded HF by d i f f e r e n t  b u f f e r s  ( s e e  3 . 2 . 1 4 ) .
a )  Compari son of  c e n t r i f u g a t i o n  and f i l t r a t i o n  
me t h o d s .  R e s u l t s  a r e  e x p r e s s e d  as a % o f  the  t o t a l  
l o a d e d  r a d i o a c t i v i t y  and a r e  the  means of  f i v e  or s i x  
s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s  +SEM.
b) R e l e a s e  measured by t he  f i l t r a t i o n  method and 
e x p r e s s e d  as a v a l u e  w i t h  the  q u a n t i t y  o f  
r a d i o a c t i v i t y  r e l e a s e d  by Na+- b u f f e r  s u b t r a c t e d  as a 
b ackground.  R e s u l t s  a r e  t he  means of  s i x  s e p a r a t e  
d e t e r m i n a t i o n s  +SEM.
3 . 4 /  DISCUSSION
3 . 4 . 1 /  The  u s e  o f  e n z y m e s  t o  s c r e e n  f o r  i n t a c t  
s y n a p t o s o m e s
I n i t i a l  s t u d i e s  w e r e  a i m e d  a t  i d e n t i f y i n g  a n  
e n z y m e  w h i c h  c o u l d  b e  u s e d  t o  i n d i c a t e  t h e  p o s s i b l e  
p r e s e n c e  o f  s y n a p t o s o m e s  i n  a  p r e p a r a t i o n ,  b y  t h e  
p r e s e n c e  o f  o c c l u d e d  c y t o p l a s m .  To b e  o f  u s e ,  a n  enzym e 
m u s t  h a v e  a  p u r e l y  c y t o p l a s m i c  l o c a t i o n ,  b e  a s s a y a b l e  
u n d e r  t h e  s y n a p t o s o m a l  b u f f e r  r e g i m e  a n d  h a v e  s u f f i c i e n t  
a c t i v i t y  t o  b e  r e a d i l y  d e t e c t e d  i n  a  f i n a l  p r e p a r a t i o n .
To t h e s e  e n d s ,  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  (L D H ) ,  
g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  d e h y d r o g e n a s e  (GAPDH) a n d  
m a l a t e  d e h y d o g e n a s e  (MDH) w e r e  a s s a y e d  i n  h o m o g e n a t e s  o f  
l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  g a n g l i a  ( T a b l e  1 0 ) .  MDH 
e x h i b i t e d  o v e r  3 5 - f o l d  g r e a t e r  a c t i v i t y  t h a n  e i t h e r  o f  
t h e  o t h e r  two e n z y m e s  m a k i n g  i t  t h e  e n z y m e  o f  c h o i c e  o n  
t h e s e  g r o u n d s ,  e s p e c i a l l y  a s  o v e r  40% o f  t h i s  a c t i v i t y  
i s  s t i l l  p r e s e n t  when a s s a y e d  i n  s y n a p t o s o m e  b u f f e r  
( r e s u l t s  n o t  s h o w n ) .  H o w e v e r ,  t h i s  a c t i v i t y  w as  
d e t e r m i n e d  i n  a  p r e p a r a t i o n  w h i c h  h a d  u n d e r g o n e  v e r y  
h a r s h  h o m o g e n i z a t i o n  a n d  w h i c h  s h o u l d  t h e r e f o r e  n o t  h a v e  
a n y  r e s i d u a l  o c c l u d e d  c y t o p l a s m ,  y e t  25% o f  t h e  t o t a l  
MDH a c t i v i t y  w as  s t i l l  o c c l u d e d .  T h i s  a c t i v i t y  i s  
p r o b a b l y  m i t o c h o n d r i a l ,  a s  MDH i s  know n  t o  b e  p r e s e n t  i n  
b o t h  t h e  c y t o s o l  a n d  m i t o c h o n d r i a  ( L e h n i n g e r ,  1 9 7 5 ) ,  a n d  
w o u l d  c o n f u s e  a n y  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  s y n a p t o s o m a l  
c o n t e n t  o f  a  p r e p a r a t i o n .  The  o n l y  p o s s i b i l i t y  m i g h t  b e
t o  a s s a y  a  m i t o c h o n d r i a l  e n z y m e  ( s u c h  a s  s u c c i n a t e  
d e h y d r o g e n a s e ,  M u l l e r  e t  a l . ,  19 68 ) i n  a d d i t i o n  t o  MDH, 
i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  T r i t o n X - 1 0 0 ,  s u c h  t h a t  
o n e  c o u l d  c a l c u l a t e  t h e  % o c c l u d e d  MDH a c t i v i t y  w h i c h  i s  
n o n - m i t o c h o n d r i a l  by  a  r a t i o s  m e t h o d .
GAPDH w a s  t h e  n e x t  b e s t  c a n d i d a t e  on  t h e  
g r o u n d s  o f  t o t a l  a c t i v i t y  i n  t h e  g a n g l i o n .  H o w e v e r ,  t h e  
a s s a y  b u f f e r  f o r  t h i s  e n z y m e  i s  q u i t e  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  
b u f f e r  i n  w h i c h  s y n a p t o s o m e s  w o u l d  b e  p r e p a r e d  a n d  s o  
t h e  e n z y m e  a c t i v i t y  w as  c o m p a r e d  u n d e r  t h e  tw o  d i f f e r e n t  
b u f f e r  c o n d i t i o n s  ( T a b l e  1 1 K  The  a d d i t i o n  o f  100 mM 
s u c r o s e  h a d  l i t t l e  e f f e c t  on  GAPDH a c t i v i t y ,  b u t  t h e  
r e d u c t i o n  o f  pH f r o m  7 . 6  t o  7 . 4  r e s u l t e d  i n  20% l o s s  o f  
a c t i v i t y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  u s e  o f  p h o s p h a t e / c a r b o n a t e  
b u f f e r  (pH 7 . 4 )  r a t h e r  t h a n  T r i s - H C l  b u f f e r  (pH 7 - 6 )  
c a u s e d  a p p r o x i m a t e l y  40% l o s s  o f  a c t i v i t y .  D e s p i t e  t h e s e  
l o s s e s  i n  e n z y m e  a c t i v i t y ,  GAPDH a c t i v i t y  w o u l d  s h i l l  b e  
p r e f e r a b l e  t o  LDH; o n e  w o u l d  h a v e  t o  l o s e  o v e r  70% o f  
t h e  GAPDH a c t i v i t y  b e f o r e  i t  w as  l o w e r  t h a n  t h e  a c t i v i t y  
o f  LDH. H o w e v e r ,  t h e  m a j o r  p r o b l e m  w i t h  t h e  a s s a y  o f  
GAPDH i s  t h a t  i t  r e l i e s  on  t h e  p r e s e n c e  o f  a r s e n a t e ;  
a r s e n a t e  r e p l a c e s  p h o s p h a t e  i n  r e a c t i n g  w i t h  
g l y c e r a l d e h y d e  3 - p h o s p h a t e  a n d  d r i v e s  t h e  r e a c t i o n  i n  
t h e  d i r e c t i o n  o f  w h a t  w o u l d  n o r m a l l y  b e  g l y c e r a l d e h y d e
1 , 3 - d i p h o s p h a t e  ( a n d  NADH p r o d u c t i o n ) .  R e m o v a l  o f  t h e  
a r s e n a t e  v i r t u a l l y  a b o l i s h e s  t h e  o b s e r v e d  en zy m e  
a c t i v i t y ,  a n d  t h e r e  i s  no  m e a n s  o f  d e t e r m i n i n g  t h e  
e f f e c t  o f  a r s e n a t e  on t h e  b i o c h e m i c a l  v i a b i l i t y  o f
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i n s e c t  s y n a p t o s o m e s . T h e r e f o r e  o n e  c a n n o t  s a f e l y  u s e  a_n 
e n z y m e  a s s a y  w h i c h  h a s  a r s e n a t e  p r e s e n t ,  t h o u g h  a n  
a l t e r n a t i v e  w o u l d  b e  t o  a p p l y  a n  e n z y m e - c o u p l e d  a a s a y  
f o r  GAPDH (Wu & R a c k e r ,  19 59 ) .
T h e r e  a r e  o t h e r  p o t e n t i a l  e n z y m e  c a n d i d a t e s  
( e g :  t r i o s e  p h o s p h a t e  i s o m e r a s e )  w h i c h  c o u l d  b e  
i n v e s t i g a t e d ,  b u t  LDH, t h o u g h  p r e s e n t  i n  l o w  a c t i v i t y ,  
d o e s  s a t i s f y  t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  a n  e n z y m e  f o r  s c r e e n i n g  
f o r  m e m b r a n e - e n c l o s e d  c y t o s o l .  Any f u r t h e r  s e a r c h  t o r  
h i g h - a c t i v i t y , c y t o s o l i c  e n z y m e s ,  w h i c h  c o u l d  b e  
c o n v e n i e n t l y  a s s a y e d ,  d i d  n o t  w a r r a n t  t h e  t i m e  r e q u i r e d . .
3 . 4 . 2 /  T h e  p r e p a r a t i o n  o f  s y n a p t o s o m e s  b y  a  m i c r o s c a l e  
f l o a t a t i o n  p r o c e d u r e
I n i t i a l  a t t e m p t s  t o  i s o l a t e  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
l o c u s t  g a n g l i a  f o l l o w e d  t h e  m e t h o d  o f  B r e e r  & J e s e r i c h  
( 1 9 8 0 )  w h e r e b y ,  f o l l o w i n g  f r a c t i o n a t i o n  o f  t h e  
h o m o g e n a t e  o f  n e r v o u s  t i s s u e ,  t h e  s y n a p t o s o m e s  a r e  
f l o a t e d  f r o m  s e d i m e n t i n g  m i t o c h o n d r i a  b y  c o n t i n u o u s  
F i c o l l  d e n s i t y  g r a d i e n t  c e n t r i f u g a t i o n .  T h e  r e s u l t i n g  
f r a c t i o n s  w e r e  m o n i t o r e d  f o r  o c c l u d e d  LDH a c t i v i t y  
( T a b l e  1 2 ) .  The  LDH a c t i v i t y  o f  t h e  h o m o g e n a t e  was  
r o u t i n e l y  50% o c c l u d e d ,  b u t  o n l y  40% o f  t h e  t o t a l  
a c t i v i t y  o f  t h e  h o m o g e n a t e  w as  p r e s e n t  i n  t h e  f r a c t i o n  
w h i c h  u n d e r w e n t  t h e  f i n a l  c e n t r i f u g a t i o n .  Of t h i s  
o n l y  17% w a s  o c c l u d e d ,  a n d  h e n c e  t h e  b u l k  o f  t h e  LDH 
a c t i v i t y  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  F i c o l l  g r a d i e n t  was  i n  t h e  
s u p e r n a t a n t  r a t h e r  t h a n  t h e  p e l l i c l e  o r  t h e  p e l l e t .  I t
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s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  t h e  m e a s u r e m e n t s  o f  LDH a c t i v i t y  i n  
f r a c t i o n s  f r o m  t h e  F i c o l l  g r a d i e n t  a r e  p r o n e  t o  l a r g e  
e r r o r s  o w in g  t o  t h e  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  e n z y m e  a c t i v i t y  
w h i c h  a r e  p r e s e n t .  C e r t a i n l y  a  p e l l i c l e  w a s  n e v e r  
o b t a i n e d  w h i c h  w as  e n r i c h e d  i n  LDH a c t i v i t y  a s  r e p o r t e d  
b y  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 ) .  W h e t h e r  o r  n o t  t h e  F i c o l l  
f l o a t a t i o n  m e t h o d  i s  o f  u s e  i n  p u r i f y i n g  s y n a p t o s o m e s  
c a n n o t  b e  a s c e r t a i n e d  b e c a u s e  t h e  F i c o l l  g r a d i e n t  was  
n e v e r  l o a d e d  w i t h  a  f r a c t i o n  o f  h i g h  LDH a c t i v i t y ,  o f  
w h i c h  a h i g h  p e r c e n t a g e  w a s  o c c l u d e d .  I n d e e d  t h e  b a s i c  
p r o b l e m  i n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  i s  p r o b a b l y  t w o - f o l d .  The 
i n i t i a l  h o m o g e n a t e  may n o t  p o s s e s s  a  h i g h  c o n t e n t  o f  
s y n a p t o s o m e s ,  a n d  a n y  s y n a p t o s o m e s  w h i c h  a r e  p r e s e n t  d o  
n o t  s u r v i v e  t h e  l e n g t h y  m a n i p u l a t i o n s  w h i c h  f o l l o w .
3 . 4 . 3 /  The  p r o d u c t i o n  o f  a  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n  f r o m  
l o c u s t  g a n g l i a
F o l l o w i n g  t h e  l a c k  o f  s u c c e s s  w i t h  t h e  m e t h o d  
o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 )  i n  p r o d u c i n g  s y n a p t o s o m e s  i t  
w a s  d e c i d e d  t o  s t a r t  w i t h  t h e  h o m o g e n a t e  a n d  d e v e l o p  a 
p r o c e d u r e  t o r  s y n a p t o s o m e  p r o d u c t i o n  by  m o n i t o r i n g  e a c h  
s t a g e  m o r p h o l o g i c a l l y *  T h e  s t a n d a r d  t e c h n i q u e s  o f  
t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a r e  l e n g t h y ,  r e q u i r i n g  
a t  l e a s t  s i x  d a y s  b e t w e e n  t h e  i n i t i a l  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  
s a m p l e  a n d  i t s  v i s u a l i z a t i o n  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  b e a m .  
T h e r e f o r e  a  n e g a t i v e  s t a i n i n g  t e c h n i q u e  ( B r e n n e r  &
H o r n e ,  19 59 ) w a s  d e v e l o p e d ,  u s i n g  r a t  s t r i a t a l  
s y n a p t o s o m e s  a s  a  s t a n d a r d .  The  t e c h n i q u e  w a s  a d a p t e d
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f o r  u s e  w i t h  m a m m a l i a n  b r a i n  t r a c t i o n s  by  H o r n e  & 
W h i t t a k e r  ( 1 9 6 2 )  b u t  h a s  n o t  h a d  e x t e n s i v e  u s e ,  l a r g e l y  
d u e  t o  i t s  p o o r  d e l i n e a t i o n  o f  u l t r a s t r u c t u r a l  d e t a i l  
( J o n e s ,  1 9 7 1 ,  19 7 2 ) .  H o w e v e r ,  t h e  t e c h n i q u e  i s  o f  u s e  
f o r  t h e  r a p i d  e v a l u a t i o n  o f  s u b c e l l u l a r  f r a c t i o n s  ( t h e  
s a m p l e  c a n  b e  v i s u a l i z e d  u n d e r  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
w i t h i n  30 m i n  o f  t h e  s a m p l e  p r e p a r a t i o n ) . A f u r t h e r  
d r a w b a c k  w i t h  n e g a t i v e  s t a i n i n g  w as  t h a t  m o s t  o f  t h e  
s t a i n s  u s e d  ( s u c h  a s  p h o s p h o t u n g s t a t e  a n d  l i t h i u m  
t u n g s t a t e )  d a m a g e d  m e m b r a n e  s y s t e m s  by  h y p o t o n i c  
d i s r u p t i o n  i n  t h e  a b s e n c e  o f  p r i o r  f i x a t i o n ,  s u c h  t h a t  
t h e  m e t h o d  g a v e  h i g h l y  v a r i a b l e  r e s u l t s  w h e n  u s e d  t o  
v i s u a l i z e  s y n a p t o s o m e s *  H o w e v e r  M u s c a t e l l o  & H o r n e  
( 1 9 6 8 )  r e p o r t e d  t h a t  o n e  c o u l d  n e g a t i v e l y  s t a i n  
m e m b r a n e o u s  s t r u c t u r e s  w i t h  i s o t o n i c  ammonium m o l y b d a t e  
w i t h o u t  p r i o r  f i x a t i o n  a n d  t h i s  w a s  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  
t o  t h e  v i s u a l i z a t i o n  o f  o c t o p u s  s y n a p t o s o m e s  b y  J o n e s  
(19 7 1 ) .  On a p p l i c a t i o n  o f  t h e  t e c h n i q u e  t o  r a t  s t r i a t a l  
s y n a p t o s o m e s  ( F i g . 29 )  s y n a p t o s o m e s  w e r e  v i s u a l i z e d  a s  
m e m b r a n e - e n c l o s e d  s t r u c t u r e s  o f  0 . 6 - 1 . 2  pm d i a m e t e r .  
T h e i r  s i z e  a n d  a p p e a r a n c e  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  
c h a r a c t e r i s t i c s  o f  n e g a t i v e l y  s t a i n e d  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
o t h e r  b r a i n  r e g i o n s  ( J o n e s ,  1 9 7 5 ) .  T h e  m o t t l e d  
a p p e a r a n c e  o t  t h e  s y n a p t o s o m e s  may b e  d u e  t o  e i t h e r  
s y n a p t i c  v e s i c l e s  o r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  t h e  w h i t e  
p r o f i l e s  a r e  p r o b a b l y  a n  a r t e f a c t  c a u s e d  by  t h e  s u c r o s e  
i n  t h e  p r e p a r a t i o n  ( M u s c a t e l l o  & H o r n e ,  1 9 6 8 ;
J o n e s , 19 75)  .
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Armed  w i t h  t h e  n e g a t i v e  s t a i n i n g  s c r e e n  f o r  
s y n a p t o s o m a l  p r o f i l e s ,  t h e  l o c u s t  s u p r a o e s o p h a g e a l  
g a n g l i a  c o u l d  b e  f r a c t i o n a t e d  a n d  s t u d i e d  u n d e r  t h e  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .  To o b t a i n  a  m o r e  g e n t l e  d i s r u p t i o n  
o f  t h e  g a n g l i a ,  a  t e f l o n  p e s t l e  w a s  m a d e  f o r  t h e  
m i c r o h o m o g e n i z e r  a n d  t h e  r e s u l t i n g  h o m o g e n a t e  w as  
n e g a t i v e l y  s t a i n e d .  S y n a p t o s o m a l  p r o f i l e s  w e r e  
v i s u a l i z e d  ( F i g .  3 0 )  w h i c h  w e r e  r e m i n i s c e n t  o f  t h c r s e  
o b t a i n e d  w i t h  t h e  c o n t r o l  r a t  s y n a p t o s o m e s  ( F i g . 2 9 ) .  The 
o n l y  d i f f e r e n c e  w as  t h a t  t h e  l o c u s t  s y n a p t o s o m e s  w e r e  
s m a l l e r  ( 0 . 4 - 0 . 6  pm d i m e t e r )  t h a n  t h e i r  m a m m a l i a n  
c o u n t e r p a r t s ,  b u t  w i t h i n  t h e  r a n g e  o f  d i m e n s i o n s  
p u b l i s h e d  f o r  s y n a p t o s o m e s  f r o m  o t h e r  s o u r c e s  ( 0 . 2 - 5  pm, 
J o n e s ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  h o m o g e n a t e  w as  s t u d i e d  f u r t h e r  by 
c o n v e n t i o n a l  t r a n s m i s s i o n  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  By t h i s  
m e t h o d  l a r g e  n u m b e r s  o f  s y n a p t o s o m a l  s t r u c t u r e s  w e r e  
v i s u a l i z e d  ( F i g .  3 2 )  w h i c h  w e r e  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  n e r v e  
t e r m i n a l s  i n  t h e  i n t a c t  g a n g l i o n  ( F i g . 3 1 ) ,  b o t h  i n  t h e i r  
v a r i a b l e  d i m e n s i o n s  ( 0 . 4 - 1 . 5  pm d i a m e t e r )  a n d  
h e t e r o g e n e o u s  c o n t e n t  o f  s y n a p t i c  v e s i c l e s .  I n  a n  
a u t o r a d i o g r a p h i c  s t u d y  o f  s y n a p t o s o m e s  f r o m  r a t  c e r e b r a l  
c o r t e x ,  I v e r s e n  & B loom  (19  72 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t
3
s y n a p t o s o m e s  l a b e l l e d  w i t h  [ H]GABA w e r e  0 . 6  pm i n  
d i a m e t e r  w h i l e  u n l a b e l l e d  s y n a p t o s o m e s  h a d  a  d i a m e t e r  o f  
0 . 3 5  pm, b o t h  o f  w h i c h  a r e  i n  t h e  r a n g e  o f  d i m e n s i o n s  
o b t a i n e d  w i t h  l o c u s t  s y n a p t o s o m e s .  P r e v i o u s  s t u d i e s  o f  
i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  h a v e  r e p o r t e d  d i m e n s i o n s  o f  0 . 7 - 2  pm 
( B r e e r  J e s e r i c h ,  1 9 8 0 ;  B r e e r ,  1 9 8 1 a ,  1 9 8 2 a ;  G o r d o n  e t
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a l . ,  1 9 8 2 ;  D w i v e d y ,  1 9 8 5 ) .
I t  w a s  c o n c l u d e d  f r o m  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  
s t u d i e s  t h a t  t h e  h o m o g e n a t e  w as  r i c h  i n  s y n a p t o s o m a l  
p r o f i l e s .  H o w e v e r ,  B r a d f o r d  e t  a l . (19  7 5 )  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  m o r p h o l o g i c a l  i n t e g r i t y  i s  n o t  
n e c e s s a r i l y  a  g o o d  i n d e x  o f  b i o c h e m i c a l  v i a b i l i t y  o f  
s y n a p t o s o m e s .  T h o u g h  t h e  a i m  o f  t h e  s t u d y  r e p o r t e d  i n  
t h i s  t h e s i s  w a s  t o  i n v e s t i g a t e  GABA u p t a k e ,  t h i s  i s  a  
p o o r l y  u n d e r s t o o d  s y s t e m  i n  i n s e c t  CNS. H o w e v e r ,  i n s e c t  
CNS i s  k now n  t o  h a v e  a h i g h  d e n s i t y  o f  c h o l i n e r g i c  
n e u r o n e s  ( B r e e r ,  19 8 1 b )  a n d  c h o l i n e  u p t a k e  h a s  b e e n  
c h a r a c t e r i z e d  t o  a  g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  GABA u p t a k e  i n  
i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  ( B r e e r ,  1 9 8 2 b ) .  T h e r e f o r e  by
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s t u d y i n g  [ H l c h o l i n e  u p t a k e  i n  t h i s  s y n a p t o s o r a e - r i c h  
h o m o g e n a t e ,  i t  w as  h o p e d  t h a t  t h e  b i o c h e m i c a l  v i a b i l i t y  
o f  t h e  s y n a p t o s o m e s  c o u l d  b e  d e m o n s t r a t e d ,  a n d  
f u r t h e r m o r e  t h e  [ H j c h o l i n e  u p t a k e  c o u l d  s e r v e  a s  a  t o o l  
w i t h  w h i c h  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  o p t i m a l  p h y s i c a l  r e g i m e  
f o r  t h e  s y n a p t o s o m e s .
3
3 . 4 . 4 /  U p t a k e  o f  [ H ] c h o l i n e  b y  t h e  s y n a p t o s o m e - r i c h  
h o m o g e na t e ,  H
M a m m a l i a n  b r a i n  p o s s e s s e s  h i g h  a n d  lo w  
a f f i n i t y  u p t a k e  s y s t e m s  f o r  c h o l i n e  (Y am am u ra  & S n y d e r ,  
1 9 7 2 ,  1 9 7 3 ;  S i m o n  & K u h a r ,  1 9 7 6 ) .  The  tw o s y s t e m s  h a v e  
a f f i n i t y  c o n s t a n t s  o f  0 . 5 - 6  pM a n d  >20 pM a n d  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  r e v i e w e d  ( K u h a r  & M u r i n ,  19 7 8 ;  J o p e ,  19 79 ;  
G i b s o n  & B l a s s ,  1 9 8 2 ) .  M o s t  o f  t h e  c h o l i n e  t r a n s p o r t e d
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b y  t h e  h i g h  a f f i n i t y  s y s t e m  i s  c o n v e r t e d  t o  
a c e t y l c h o l i n e  ( M u l d e r  e t  a l . ,  19 7 4 ) ,  t h o u g h  t h e r e  i s  
e v i d e n c e  t h a t  a c e t y l c h o l i n e  c a n  a l s o  b e  f o r m e d  t o  a  
l e s s e r  e x t e n t  f r o m  c h o l i n e  t r a n s p o r t e d  by  t h e  l o w  
a f f i n i t y  t r a n s p o r t e r  ( M u l d e r  e t  a l . ,  19 74? C a r r o l l  & 
G o l d b e r g ,  1 9 7 5 ) .  M o re  r e c e n t l y  t h o u g h ,  M e y e r  e t  a l .
( 1 9  8 2 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  a c e t y l a t i o n  o f  c h o l i n e  o n l y  
o c c u r s  a f t e r  h i g h  a f f i n i t y  t r a n s p o r t  i n t o  r a t  c o r t i c a l  
s y n a p t o s o m e s ,  w h i l e  p h o s p h o r y l a t i o n  o c c u r s  a f t e r  b o t h  
h i g h  a n d  l o w  a f f i n i t y  t r a n s p o r t .  The  h i g h  a f f i n i t y  
u p t a k e  s y s t e m  o c c u r s  p r i n c i p a l l y  o n  c h o l i n e r g i c  n e r v e  
t e r m i n a l s  a n d  i s  i n h i b i t e d  by  h e m i c h o l i n i u m - 3  (H C -3 )  
w h i l e  t h e  l o w  a f f i n i t y  s y s t e m  i s  r e l a t i v e l y  i n s e n s i t i v e  
t o  HC-3 (Y a m a m u ra  & S n y d e r ,  1 9 7 3 ) .  H i g h  a f f i n i t y  c h o l i n e  
t r a n s p o r t  i s  t h o u g h t  t o  b e  t h e  r e g u l a t i n g  s t e p  i n  ACh 
s y n t h e s i s  i n  v e r t e b r a t e  b r a i n  ( J o p e ,  19 79 ) .
When t h e  s y n a p t o s o m e - r i c h  h o m o g e n a t e ,  H, w a s  
i n c u b a t e d  w i t h  7 pM [ ^ H j c h o l i n e  a t  3 0°C  i t  a c c u m u l a t e d  u p  
t o  600 p m o l  [ H l c h o l i n e / m g  p r o t e i n  o v e r  a  30 m i n  t i m e  
c o u r s e  ( F i g . 3 3 ) .  T h i s  u p t a k e  was  v i r t u a l l y  a b o l i s h e d  b y  
i n c u b a t i o n  on i c e  ( a s  o n e  w o u l d  e x p e c t  f o r  a n  a c t i v e  
t r a n s p o r t  p r o c e s s ) ,  b y  1% ( v / v ) T r i t o n X - 1 0 0  ( a s  o n e  
w o u l d  e x p e c t  f o r  u p t a k e  i n t o  a  m e m b r a n e - e n c l o s e d  
s t r u c t u r e )  a n d  by  HC-3 ( w h i c h  i n h i b i t s  h i g h  a f f i n i t y  
c h o l i n e  u p t a k e  i n  m a m m a l i a n  b r a i n ) . The  u p t a k e  r e p o r t e d  
h e r e  i s  c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  m o r e  p u r e  p r e p a r a t i o n  o f  
s y n a p t o s o m e s  f r o m  L o c u s t a  m i g r a t o r i a  ( B r e e r ,  19 8 2 b )  
w h i c h ,  o n  i n c u b a t i o n  a t  3 0°C  w i t h  1 pM [ ^ H j c h o l i n e ,
a c c u m u l a t e d  1 5 0  p m o l  I ^ H ] c h o l i n e / m g  p r o t e i n  i n  a  l i n e a r  
m a n n e r  o v e r  a  10 m in  t i m e  c o u r s e .  The  u p t a k e  o f  0 . 5  pM
3
[ H l c h o l i n e  by  a  s y n a p t o s o m e - e n r i c h e d  h o m o g e n a t e  f r o m  
r a t  b r a i n  b e g a n  t o  s a t u r a t e  a f t e r  a  12 m i n  i n c u b a t i o n  a t  
30°C  {Yamam ura  & S n y d e r ,  1 9 7 3 ) .  H o w e v e r ,  i n  c o n t r a s t  t o  
t h i s ,  D w i v e d y  (19  8 5 )  h a s  r e p o r t e d  t h a t  s y n a p t o s o m e s  f r o m  
t h e  c o c k r o a c h ,  P e r i p l a n e t a  a m e r i c a n a , o n l y  a c c u m u l a t e d  
20  p m o l  I H ] c h o l i n e / m g  p r o t e i n  o v e r  a  1 - 3  m i n  t i m e  
c o u r s e ,  a f t e r  w h i c h  t i m e  t h e  u p t a k e  d e c l i n e d .  The  
c o c k r o a c h  s y n a p t o s o m e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  1 pM
3
( H l c h o l i n e ,  a n d  t h e  o n l y  m a j o r  d i f f e r e n c e  i n  t h i s  s t u d y  
w a s  t h a t  t h e  s y n a p t o s o m e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  t h e  l o w e r  
t e m p e r a t u r e  o f  21° C .  The  u p t a k e  o f  [ ^ H l c h o l i n e  a t  22°C 
b y  t h e  h o m o g e n a t e  d e s c r i b e d  h e r e ,  t h o u g h ,  w as  v e r y  
s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  a t  3 0 ° C  ( F i g . 3 8 ) .  T h e r e f o r e  i t  
i s  d i f f i c u l t  t o  u n d e r s t a n d  t h e  l o w ,  u n s t a b l e  u p t a k e  
r e p o r t e d  b y  D w i v e d y  (19 8 5 )  u n l e s s  t h e  s y n a p t o s o m e  
p r e p a r a t i o n  i s  v e r y  u n s t a b l e .  E v i d e n t l y  t h e  h o m o g e n a t e ,  
H, p o s s e s s e s  a  l a r g e  ( H l c h o l i n e  u p t a k e  c a p a c i t y  w h i c h  
h a s ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  
c l a s s i c a l  m a m m a l i a n  h i g h  a f f i n i t y  c h o l i n e  u p t a k e  s y s t e m .
T h i s  u p t a k e  c a p a c i t y  w as  u s e d  t o  f u r t h e r  
c h a r a c t e r i z e  t h e  h o m o g e n a t e .  S t o r a g e  on i c e  f o r  u p  t o  1 
h o u r  ( F i g . 3 5 )  d i d  n o t  a f f e c t  t h e  u p t a k e  c a p a c i t y  o f  t h e  
h o m o g e n a t e ,  r e f l e c t i n g  a  c e r t a i n  d e g r e e  o f  s t a b i l i t y  i n  
t h e  s y n a p t o s o m a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  p r e p a r a t i o n .  I n d e e d  a n  
a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t h e  h o m o g e n a t e  i s  i t s  r a p i d  
p r e p a r a t i o n  t i m e  w h i c h  m i g h t  r e s u l t  i n  g r e a t e r  s t a b i l i t y
228
t h a n  p u r i f i e d  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  w h i c h  t a k e  2 - 3  h o u r s  
t o  p r e p a r e  ( D w i v e d y ,  1 9 8 5 ) .  B e c a u s e  t h e  p r e p a r a t i o n  i s  a  
c r u d e  h o m o g e n a t e ,  i t  w i l l  c o n t a i n  p i e c e s  o f  u n d i s r u p t e d  
t i s s u e  w h i c h  w o u l d  b e  e x p e c t e d ,  b y  a n a l o g y  w i t h  
m a m m a l i a n  b r a i n  p r e p a r a t i o n s ,  t o  a c t  a s  t h e  e q u i v a l e n t  
o f  b r a i n  s l i c e s .  Wood & S i d h u  ( 1 9 8 6 )  h a v e  r e c e n t l y  
p o i n t e d  o u t  t h a t  b r a i n  s l i c e s  a n d  s y n a p t o s o m e s  b e h a v e  
d i f f e r e n t l y  i n  u p t a k e  s t u d i e s ,  o w i n g  t o  s u c h  
c o n s i d e r a t i o n s  a s  e a s e  o f  a c c e s s  o f  t h e  l i g a n d  t o  t h e  
s i t e s  o f  u p t a k e .  T h e r e f o r e  t h e  h o m o g e n a t e  w a s  f i l t e r e d  
t h r o u g h  n y l o n  b o l t i n g  c l o t h  o f  190 pm m e s h .  A l t h o u g h  t h i s  
m i g h t  n o t  e l i m i n a t e  s m a l l  t i s s u e  a g g r e g a t e s ,  i t  s h o u l d  
f i l t e r  o u t  l a r g e  f r a g m e n t s  o f  u n h o m o g e n i z e d  t i s s u e .  S u c h  
f i l t r a t i o n  h a d  n o  e f f e c t  on  t h e  s p e c i f i c  l ^ H J c h o l i n e  
u p t a J t e  c a p a c i t y  o f  t h e  h o m o g e n a t e  ( F i g . 3 6 ) .  T h i s  w a s  n o t  
a n a l y s e d  a n y  f u r t h e r  ( b y  k i n e t i c  a n a l y s i s )  a s  i t  w a s
3
o n l y  t h e  [ H J c h o l i n e  u p t a k e  s i g n a l  w h i c h  w as  i m p o r t a n t  
a n d  t h e  f i l t e r e d  h o m o g e n a t e  w o u l d  b e  e x p e c t e d  t o  b e  m o r e  
h o m o g e n e o u s  t h a n  t h e  r a w  h o m o g e n a t e .
I t  h a s  b e e n  r e p o r t e d  t h a t  t h e  t y p e  o f  f i l t e r
14u s e d  i n  t h e  t e r m i n a t i o n  o f  t h e  u p t a k e  o f  [ C J g l u t a m a t e  
b y  r a t  b r a i n  s y n a p t o s o m e s  c a n  a f f e c t  t h e  s i z e  o f  t h e  
s i g n a l  ( W h e e l e r ,  19 7 8 ) .  A l s o  some m a n u f a c t u r e r s  u s e  
d e t e r g e n t  d u r i n g  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  f i l t e r s  ( D u n b a r ,  
p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a n d  a n y  r e s i d u a l  d e t e r g e n t ,  
w h i c h  c a n  b e  r e m o v e d  by  b o i l i n g  o f  t h e  f i l t e r s  p r i o r  t o  
t h e i r  u s e ,  w o u l d  a f f e c t  t h e  u p t a k e  s i g n a l .  T h e r e f o r e  a  
r a n g e  o f  f i l t e r s ,  b o i l e d  a n d  u n b o i l e d ,  w a s  e x a m i n e d  i n
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3
t e r m i n a t i n g  t h e  [ H ] c h o l i n e  u p t a k e  a s s a y  ( F i g . 3 7 ) .  The
3
[ H j c h o l i n e  u p t a k e  s i g n a l  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t e d  
b y  t h e  u s e  o f  d i f f e r e n t  f i l t e r s  ( t h o u g h ,  i f  a n y t h i n g ,  
b o i l e d  f i l t e r s  g a v e  a  r e d u c e d  s i g n a l  c o m p a r e d  w i t h  
u n b o i l e d ) .  W ha tm an  0 . 4 5  pm p o r e  s i z e  c e l l u l o s e  n i t r a t e  
f i l t e r s  w e r e  u s e d  i n  p r e f e r e n c e  t o  t h e  c o m p a r a b l e  
f i l t e r s  from, M i l l i p o r e  f o r  e c o n o m i c  r e a s o n s .
3
The I H l c h o l i n e  u p t a k e  a s s a y s  w e r e  r o u t i n e l y  
p e r f o r m e d  . a t  3 0 ° C  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  ( B r e e r ,
1 9 8 2 b ) ,  t h o u g h  3 7 °C  a n d  2 1 ° C  h a v e  b e e n  u s e d  w i t h  i n s e c t
3
s y n a p t o s o m e s  f o r  { HjGABA ( G o r d o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a n d
3
I H l c h o l i n e  u p t a k e  s t u d i e s  ( D w i v e d y ,  1 9 8 5 )  r e s p e c t i v e l y .
3
The u p t a k e  o f  [ H j c h o l i n e  by  t h e  h o m o g e n a t e  w a s  s t u d i e d  
o v e r  a  r a n g e  o f  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e s ,  w i t h  t h e  a i m  o f  
d e f i n i n g  t h e  o p t i m u m  t e m p e r a t u r e ,  a s  t h e  u p t a k e  o f
3
[ H j c h o l i n e  by  r a t  h i p p o c a m p a l  s y n a p t o s o m e s  i n c r e a s e s  a s  
t h e  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e  i s  i n c r e a s e d  f r a n  1 7 ° C  t o  
3 7 ° C  ( S i m o n  & K u h a r ,  1 9 7 6 ) .  H o w e v e r ,  a b o v e  3 0°C  t h e  
u p t a k e  i n c r e a s e d  w i t h  i n c r e a s i n g  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e ,  
u p  t o  5 0 ° C ,  b e f o r e  b e i n g  a b o l i s h e d  a t  7 0 °C  ( F i g . 3 8 ) .
3
W h a t  t h e  f a t e  o f  t h e  [ H j c h o l i n e  i s ,  o n c e  i n s i d e  t h e  
s y n a p t o s o m e s  a t  5 0 ° C ,  i s  u n k n o w n ,  b u t  t h e  e l e v a t e d  
u p t a k e  a t  5 0°C  c o m p a r e d  w i t h  t h e  u p t a k e  a t  3 0°C  w a s  
b l o c k e d  b y  H C - 3 . T h e r e f o r e  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  e f f e c t  i s  
d e p e n d e n t  on  t h e  [ H j c h o l i n e  t r a n s p o r t e r .  One s h o u l d  n o t  
f o r g e t  t h a t  t h e  h o m o g e n a t e  i s  d e r i v e d  f r o m  t h e  d e s e r t  
l o c u s t  w h i c h  i s  a n  e c t o t h e r m  w h i c h  i n  i t s  n a t u r a l  
h a b i t a t  m u s t  e n d u r e  t e m p e r a t u r e s  i n  e x c e s s  o f  4 0 ° C .  T h i s
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p h e n o m e n o n  r e q u i r e s  m o r e  w o r k  b e f o r e  t h e  r e s u l t s  c a n  b e
u s e d  p r a c t i c a l l y .  W h i l e ,  t h e r e f o r e ,  s u b s e q u e n t  u p t a k e
e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  3 0 ° C ,  we s h o u l d  p e r h a p s
b e g i n  t o  c o n s i d e r  w h a t  t h e  ' s t a n d a r d '  c o n d i t i o n s  a r e
w h e n  w o r k i n g  w i t h  i n s e c t s .
T h e  u p t a k e  p r o c e s s e s  o f  m a m m a l i a n  b r a i n  a r e
g e n e r a l l y  s u s c e p t i b l e  t o  m e t a b o l i c  p e r t u r b a t i o n  a s  t h e y
r e q u i r e  e n e r g y  t o  d r i v e  t h e m .  H o w e v e r ,  n o  c o n s i s t e n t  
3
e f f e c t s  o n  I H l c h o l i n e  u p t a k e  w e r e  o b s e r v e d  w h e n  g l u c o s e  
w a s  e m i t t e d  f r o m  t h e  i n c u b a t i o n  b u f f e r ,  s o d i u m  a z i d e  w a s  
a d d e d  o r  t h e  b u f f e r  w a s  g a s s e d  w i t h  C ^ /C C ^  ( T a b l e  1 3 ) .  
T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  B r e e r  ( 1 9 8 2 b )  
who c o n c l u d e d  t h a t  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  h a v e  a n  u n u s u a l l y  
h i g h  m e t a b o l i c  r e s i s t a n c e ,  i n  c o n t r a s t  t o  m a m m a l i a n  
s y n a p t o s o m a l  [ ^ H l c h o l i n e  u p t a k e  w h i c h  i s  i n h i b i t e d  by- 
g l u c o s e  r e m o v a l  (Y am am ura  & S n y d e r ,  1 9 7 3 ) .
3 . 4 . 5 /  The  r e l e a s e  o f  r a d i o a c t i v i t y  f r o m 
[ ^ H I c h o l i n o - l o a d e d  h o m o g e n a t e
I f  { ^ H l c h o l i n e  i s  b e i n g  t a k e n  u p  by  a  h i g h  
a f f i n i t y  t r a n s p o r t  s y s t e m  i n t o  s y n a p t o s o m e s  i n  t h e  
h o m o g e n a t e ,  t h e n  by  a n a l o g y  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  s y s t e m ,
3
o n e  w o u l d  e x p e c t  t h i s  [ H l c h o l i n e  t o  b e  c o n v e r t e d  i n t o
3
[ H l a c e t y l c h o l i n e  ( A C h ) .  F u r t h e r m o r e  t h e  s y n a p t o s o m e s
3
s h o u l d  r e l e a s e  t h i s  [ HlACh o n  s t i m u l a t i o n  w i t h - e l e v a t e d  
K+ ( M u l d e r  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  W o n n a c o t t  & M a r c h b a n k s ,  1 9 7 6 ) .
3
When t h e  h o m o g e n a t e  w as  p r e l o a d e d  w i t h  [ H l c h o l i n e ,  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  r e l e a s e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e l e v a t e d  K+ 
w a s  s i g n i f i c a n t l y  g r e a t e r  t h a n  t h a t  r e l e a s e d  i n  t h e  
s t a n d a r d  u p t a k e  b u f f e r .  The  r a d i o a c t i v i t y  w as  c o l l e c t e d  
a n d  t h e  c h o l i n e  s p e c i e s  w e r e  e x t r a c t e d  a n d  s e p a r a t e d  b y  
t i c .
The e x t r a c t i o n  o f  c h o l i n e  e s t e r s  w i t h  
t e t r a p h e n y l b o r o n  i n  h e p t a n c n e ,  f o l l o w e d  b y  r e - e x t r a c t i o n  
w i t h  H C1, i s  g r e a t l y  r e d u c e d  by  K+ ( t h i s  p r o b l e m  c a n  b e  
a l l e v i a t e d  b y  u s i n g  a l l y l c y a n i d e  a s  a  s o l v e n t ,
M a r c h b a n k s  & I s r a e l , 19 7 1 J -  F u r t h e r m o r e  t h e  a m o u n t  o f  
a c e t y l c h o l i n e  e x t r a c t e d  i s  r e d u c e d  by  t h e  p r e s e n c e  o f  
NaCl i n  t h e  s a m p l e  ( F o n n u m ,  19 6 9 ) .  T h o u g h  p r e c i s e  
c o m p a r i s o n s  w i t h  t h e  w o r k  o f  F onnum (19  69 ) c a n n o t  b e  
m a d e  u n d e r  t h e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  r e p o r t e d  h e r e ,  i t  
i s  e x p e c t e d  t h a t  t h e r e  w o u l d  b e  60% e x t r a c t i o n  f r o m  t h e  
Na+ - s t i m u l a t e d  s a m p l e  a n d  ~40% f r o m  t h e  K+- s t i m u l a t e d  
s a m p l e  ( a s s u m i n g  t h a t  a l l  t h e  r a d i o a c t i v i t y  i s  i n  t h e  
f o r m  o f  c h o l i n e ) ^  H o w e v e r ,  t h e  a f f i n i t y  o f  
t e t r a p h e n y l b o r o n  f o r  c h o l i n e  e s t e r s  i n c r e a s e s  w i t h  
i n c r e a s i n g  s i z e  o f  t h e  a c y l  g r o u p  ( F o n n u m ,  1969  ) .  
T h e r e f o r e  i f  t h e  K+ - s t i m u l a t e d  s a m p l e  p o s s e s s e s  a 
g r e a t e r  p r o p o r t i o n  o f  ACh t h a n  t h e  Na+ - s t i m u l a t e d  
s a m p l e ,  t h i s  w o u l d  c o m p e n s a t e  f o r  t h e  g r e a t e r  
i n t e r f e r e n c e  o f  K+ t h a n  NaCl w i t h  t h e  e x t r a c t i o n .  I t  
a l s o  e x p l a i n s  t h e  l o w  e x t r a c t i o n  o b t a i n e d  w i t h  t h e
3
s t a n d a r d  w h i c h  w as  [ H j c h o l i n e .  The  a d d i t i o n a l  
e x t r a c t i o n s  w h i c h  w e r e  n e c e s s a r y  t o  g e t  a  s u f f i c i e n t l y
c l e a n  s a m p l e  f o r  t i c  r e s u l t e d  i n  l o w  ( 1 -8 % )  n e t
r e c o v e r y ,  f r o m  t h e  t i c  p l a t e .  The v a r i o u s  d i f f e r e n c e s  i n
t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e  p r e c l u d e  q u a n t i f i c a t i o n  o f  t h e
r e l e a s e  by  t h i s  e x t r a c t i o n  a n d  t i c  m e t h o d ;  n e i t h e r  c a n  a
c o m p a r i s o n  b e  m a d e  o f  t h e  a b s o l u t e  a m o u n t s  o f  d i f f e r e n t
c h o l i n e  e s t e r s  o b t a i n e d  f r o m  d i f f e r e n t  b u f f e r s .  T h a t  i s ,
t h e  q u a n t i t i e s  o f  ACh e x t r a c t e d  f r o m  t h e  Na+ -  a n d
K+- s t i m u l a t e d  s a m p l e s  c a n n o t  b e  d i r e c t l y  c o m p a r e d .  On
t i c ,  r a d i o a c t i v i t y  w as  a l w a y s  o b t a i n e d  i n  t h e  ACh s p o t ,
3
s u g g e s t i n g  t h a t  t h e  [ H l c h o l i n e  t a k e n  u p  by  t h e  
h o m o g e n a t e  i s  c o n v e r t e d  t o  ACh, w h i c h  i s  a  f e a t u r e  o f  
t h e  h i g h - a f f i n i t y  c h o l i n e  u p t a k e  s y s t e m  o f  m a m m a l i a n  
b r a i n  ( M e y e r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  F u r t h e r m o r e  t h e  r a t i o  o f  t h e  
r a d i o a c t i v i t y  r e c o v e r e d  f r c r a  t h e  ACh s p o t  t o  t h a t  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  c h o l i n e  s p o t  w as  a l w a y s  g r e a t e r  i n  t h e  
K+ - s t i m u l a t e d  s a m p l e  t h a n  i n  t h e  Na+ - s t i m u l a t e d  s a m p l e .  
T h i s  i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h e  r e s u l t s  o f  M u l d e r  e t  a l .
(19  74)  w i t h  r a t  h i p p o c a m p a l  s y n a p t o s o m e s ,  s u g g e s t i n g  
t h a t  e l e v a t e d  K+ s t i m u l a t e s  ACh r e l e a s e  f r o m  t h e  l o c u s t  
p r e p a r a t i o n .  The  ACh o b t a i n e d  i n  t h e  Na+ - s t i m u l a t e d  
s a m p l e  r e p r e s e n t s  t h e  b a c k g r o u n d  l e a k a g e  f r o m  
s y n a p t o s o m e s  d u e  t o  t h e i r  b e i n g  d a m a g e d  d u r i n g  t h e  
r e l e a s e  m a n i p u l a t i o n s .
I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  s y n a p t o s o m e - r i c h  
h o m o g e n a t e  i s ,  c a p a b l e  o f  [ ^ H l c h o l i n e  u p t a k e ,  a n d  t h a t
3
t h e  [ H l c h o l i n e  t a k e n  u p  c a n  b e  r e l e a s e d ,  p a r t l y  i n  t h e
3  _L
f o r m  o f  [ H lA C h ,  b y  e l e v a t e d  K , a s  h a s  b e e n  
d e m o n s t r a t e d  p r e v i o u s l y  f o r  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s  ( B r e e r  &
K n i p p e r ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h e  p r e p a r a t i o n
i s  p h y s i o l o g i c a l l y  v i a b l e  a n d  t h a t  t h e  o b s e r v e d  
3
[ H ] c h o l i n e  u p t a k e  i s  a  v a l i d  s c r e e n  f o r  p h y s i o l o g i c a l  
v i a b i l i  t y .
3 . 4 . 6 /  The  u p t a k e  o f  [3H]GABA b y  t h e  h o m o g e n a t e
O n c e  t h e  h o m o g e n a t e ,  H, -had  b e e n  sh o w n  t o  b e
3
p h y s i o l o g i c a l l y  v i a b l e  b y  I H ] c h o l i n e  u p t a k e  a n d  t h e
+ 3K - s t i m u l a t e d  r e l e a s e  o f  [ H ]A C h , i t  w a s  p o s s i b l e  t o
3
m a k e  a  p r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  [ H]GABA u p t a k e  b y  t h e  
h o m o g e n a t e .
When i n c u b a t e d  w i t h  0 . 1  pM I^HJGABA a t  3 0 ° C ,  
t h e  h o m o g e n a t e  a c c u m u l a t e d  8 p m o i  i^H]GABA/mg p r o t e i n  
o v e r  a  20 m i n  t i m e  c o u r s e  ( F i g . 4 0 ) .  T h i s  u p t a k e  was  
g r e a t l y  r e d u c e d  by  i n c u b a t i o n  on i c e  ( a s  o n e  w o u l d  
e x p e c t  o f  a n  a c t i v e  t r a n s p o r t  p r o c e s s )  a n d  b y  e l e v a t e d  
( 5 0  mM) K+ , w h i c h  s h o u l d  c a u s e  t h e  s y n a p t o s o m e s  t o  b e
3
d e p o l a r i z e d .  The  t i m e  c o u r s e  o f  { H]GABA u p t a k e  by  t h e  
h o m o g e n a t e  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  t h e  e a r l y  
s t u d i e s  on m a m m a l i a n  b r a i n  p r e p a r a t i o n s .  The  u p t a k e  o f  
l^HlGABA b y  b r a i n  s l i c e s  a t  25°C  s a t u r a t e s  o v e r  a  60 m i n  
t i m e  c o u r s e  ( I v e r s e n  & N e a l ,  1 9 6 8 ;  B o n d ,  1 9 7 3 ) .  I n  
s y n a p t o s o m e  p r e p a r a t i o n s  t h e  u p t a k e  s i t e s  m i g h t  b e  
e x p e c t e d  t o  b e  m o r e  r e a d i l y  a c c e s s i b l e  t o  t h e  l i g a n d  
t h a n  i n  b r a i n  s l i c e s .  R a t  b r a i n  s y n a p t o s o m a l  [ HjGABA 
u p t a k e ,  a t  2 7 ° C ,  s a t u r a t e s  o v e r  a  20 m i n  t i m e  c o u r s e  
( M a r t i n  & S m i t h ,  1 9 7 2 )  w h i l e  n e r v e  e n d i n g  p a r t i c l e s  f r o m  
c a t  b r a i n  e x h i b i t  a  l i n e a r  a c u m u l a t i o n  o f  [ H]GABA a t
37°C  o v e r  a  20 m in  t i m e  c o u r s e  ( S n o d g r a s s  e t  a l . ,  19 7 3 ) .  
S u c h  t i m e  c o u r s e s  o f  u p t a k e ,  h o w e v e r ,  a r e  i n  c o n t r a s t
3
w i t h  t h e  tw o  p r e v i o u s  r e p o r t s  o f  I HlGABA u p t a k e  by 
i n s e c t  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n s  ( G o r d o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  
B r e e r  & H e i l g e n b e r g ,  19 8 5 )  i n  w h i c h  t h e  u p t a k e  w as  
s a t u r a t e d  a f t e r  3 m i n  a n d  2 m i n  i n c u b a t i o n  p e r i o d s  
r e s p e c t i v e l y .  The  s t u d y  o f  G o r d o n  e t  a l .  (19  8 2 )  w a s  
c o n d u c t e d  e t  3 7 ° C ,  w h i c h  m i g h t  e x p l a i n  a  m o r e  r a p i d  
u p t a k e  t h a n  t h a t  r e p o r t e d  h e r e ,  t h o u g h  B r e e r  & 
H e i l g e n b e r g  (1 9 B 5 )  u s e d  a  3 0 °C  i n c u b a t i o n  t e m p e r a t u r e .  
The  s t u d y  o f  G o r d o n  e t  a l . ( 19 8 2 )  d i d  n o t  u t i l i z e  a  
GABA-T i n h i b i t o r  t o  p r e v e n t  a n y  f r e e  e n d o g e n o u s  enzym e  
i n  t h e  p r e p a r a t i o n  d e p l e t i n g  t h e  I^HlGABA. T h e  a b s e n c e  
o f  s u c h  a n  i n h i b i t o r ,  h o w e v e r ,  d i d  n o t  m a k e  a n y  m a j o r
3
d i f f e r e n c e  t o  t h e  I HlGABA u p t a k e  b y  t h e  h o m o g e n a t e  
( F i g . 4 1 )  w h i c h  i s  a  c r u d e r  p r e p a r a t i o n  t h a n  t h a t  o f  
G o r d o n  e t  a l . (19  8 2 )  a n d  w o u l d  t h e r e f o r e  b e  e x p e c t e d  t o  
c o n t a i n  m o r e  f r e e  GABA-T.
The u p t a k e  o f  [H lG A B A  b y  l o c u s t  s y n a p t o s o m e s  
e x h i b i t s  a  p e a k  a f t e r  5 m i n  i n c u b a t i o n  t i m e  ( W h i t t o n ,  
p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  a n d  t h e  s u b s e q u e n t  d e c r e a s e  i n  
t h e  u p t a k e  w a s  a t t r i b u t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  
e n d o g e n o u s  GABA-T. R e c e n t l y  t h o u g h ,  Zhu e t  a l .  (19  86 )
3
r e p o r t e d  t h a t  t h e  h i g h  a f f i n i t y  u p t a k e  o f  t HlGABA by  
m o u s e  b r a i n  s y n a p t o s o m e s  w as  i n h i b i t e d  by  p r e i n c u b a t i o n  
f o r  15 m i n  w i t h  10 pM a m i n o o x y a c e t i c  a c i d  (AOAA).  I n  
c o n t r a s t ,  L o s c h e r  (19 8 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  w h i l e  t h e
3
GABA-T i n h i b i t o r ,  g a b a c u l l i n e ,  i n h i b i t e d  [H lG A B A  u p t a k e
2 3 5
i n  a  c r u d e  m i t o c h o n d r i a l  f r a c t i o n  f r o m  r a t  b r a i n  w i t h  a n  
IC 5 0  ° f  81  AOAA h a d  no  e f f e c t .  When ["*H JGABA u p t a k e
w a s  s t u d i e d  i n  t h e  l o c u s t  h o m o g e n a t e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  
50 pM AOAA, 10 pM g a b a c u l l i n e  a n d  w i t h  n o  GABA-T i n h i b i t o r  
p r e s e n t ,  t h e r e  w as  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  
u p t a k e  u n d e r  a n y  o f  t h e  c o n d i t i o n s .  S n o d g r a s s  & I v e r s e n  
(19 73)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  AOAA d i d  a f f e c t  t h e  u p t a k e  o f  
[^HJGABA b y  r a t  b r a i n  s l i c e s ,  b u t  o n l y  a t  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  ( o p t i m a l  a t  2 mM) a n d  f o l l o w i n g
i n c u b a t i o n  o f  t h e  s l i c e s  f o r  a t  l e a s t  15  m i n  p r i o r  t o
3
t h e  a d d i t i o n  o f  I H JGABA * T h e  a u t h o r s  p o s t u l a t e d  t h a t  
t h i s  e f f e c t  o n  u p t a k e  w a s  a  l o n g - t e r m  s e c o n d a r y  e f f e c t  
v i a  a n  a c t i o n  o f  AOAA o n  p y r i d o x a l  p h o s p h a t e *  T h e  l o c u s t  
h o m o g e n a t e  was  n o t  p r e i n c u b a t e d  w i t h  t h e  GABA-T 
i n h i b i t o r .  I n d e e d ,  i t  w a s  h o p e d  t h a t  p r e i n c u b a t i o n  
w i t h o u t  t h e  i n h i b i t o r  m i g h t  r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  o f  t h e  
e n d o g e n o u s  GABA by  t h e  a c t i o n  o f  a n y  GABA-T i n  t h e  
p r e p a r a t i o n .  I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t ,  u n d e r  t h e  u p t a k e  
c o n d i t i o n s  u t i l i z e d  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e r e  i s  n o '  
s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o f  GABA-T i n h i b i t o r s  o r  o f  GABA-T o n  
t h e  o b s e r v e d  u p t a k e .
N i p e c o t i c  a c i d  i s  a n  i n h i b i t o r  o f  b o t h  g l i a l  
3
a n d  n e u r o n a l  [ HlGABA u p t a k e  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  
p r e p a r a t i o n s  ( L a r s s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 )  w h e r e a s
2 , 4 - d i a m i n o b u t y r i c  a c i d  (DABA) e x h i b i t s  1 0 - f o l d  g r e a t e r  
a f f i n i t y  f o r  n e u r o n a l  t h a n  f o r  g l i a l  u p t a k e  ( S c h o n  &
K e l l y ,  19 74 ) .  G l i a l  u p t a k e  o f  [ JGABA w as  t h o u g h t  t o  b e  
s p e c i f i c a l l y  i n h i b i t e d  by  ^ - a l a n i n e  ( E n n a  & S n y d e r ,
19 75)  b u t  m o r e  r e c e n t l y  t h i s  h a s  b e e n  d i s p r o v e d  b y  u s e  
o f  n e u r o n a l  a n d  a s t r o c y t i c  c u l t u r e s  ( G r i f f i t h s  e t  a l . ,  
1 9 8 6 ) .  T h e r e f o r e  t h e r e  w as  n o  s p e c i f i c  g l i a l  u p t a k e  
i n h i b i t o r  a v a i l a b l e  t o  t e s t  o n  t h e  I JGABA u p t a k e  i n  
l o c u s t  h o m o g e n a t r e  ( t h o u - g h  r e c e n t l y
4 , 5 , 6 , 7 - t e t r a h y d r o i s o x a z o l o l 4 , 5 - c j p y r i d i n - 3 - o l  h a s  b e e n  
s h o w n  t o  b e  a  s p e c i f i c  g l i a l  u p t a k e  i n h i b i t o r ,  S c h o u s b o e  
e t  a l . ,  1981>7 . DABA i n h i b i t e d  t h e  u p t a k e  o f  L^HJGAEA b y  
t h e  l o c u s t  h o m o g e n a t e  t o  a l m o s t  t h e  sam e  e x t e n t  a s  
i n c u b a t i o n  o n  i c e  ( F i g . 4 2 ) ,  s u p p o r t i n g  t h e  c o n c e p t  t h a t  
t h e  o b s e r v e d  u p t a k e  i s  by  a  h i g h  a f f i n i t y  n e u r o n a l  
t r a n s p o r t  s y s t e m .  T h e  a c t i o n  o f  n i p e c o t i c  a c i d  a t  t h e  
sam e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n  a s  DABA ( 0 . 1  mM) w as  l e s s  c l e a r  
c u t .  N i p e c o t i c  a c i d  h a d  l i t t l e  e f f e c t  o n  t h e  i n i t i a l
3
I H JGABA u p t a k e  b u t  m a y  h a v e  some e f f e c t  on  a  l a t e r  
c o m p o n e n t  o f  t h e  u p t a k e .  As  n i p e c o t i c  a c i d  i n h i b i t s  b o t h  
n e u r o n a l  a n d  g l i a l  u p t a k e  i n  m a m m a l i a n  b r a i n ,  i t  i s  
d i f f i c u l t  t o  r a t i o n a l i z e  t h e  a c t i o n  o f  n i p e c o t i c  a c i d  o n  
t h e  l o c u s t  u p t a k e  u n l e s s  t h e  i n s e c t  n e u r o n a l  GABA u p t a k e  
s y s t e m  d i f f e r s  f r o m  i t s  m a m m a l i a n  c o u n t e r p a r t  i n  b e i n g  
i n s e n s i t i v e  t o  n i p e c o t i c  a c i d .
T h e r e  i s  a l w a y s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  a n y  
s u b t r a c t i o n  o f  c e n t r a l  n e r v o u s  t i s s u e  p o s s e s s e s  
f r a g m e n t s  o f  g l i a l  m e m b r a n e  w h i c h  h a v e  s e a l e d  t o  f o r m  
• g l i a s o m e s '  ( J o n e s ,  1 9 7 5 ;  M o r g a n ,  19 76)  w h i c h  c o n t r i b u t e  
t o  t h e  o b s e r v e d  u p t a k e  o f  I JGABA. The  o n l y  m e t h o d  o f  
t r u l y  d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  g l i a l  a n d  n e u r o n a l  GABA 
u p t a k e  i s  t o  u s e  g l i a l  a n d  n e u r o n a l  c e l l  c u l t u r e s
{ L a r s s o n  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T he  l o c u s t  h o m o g e n a t e  p r o b a b l y  
c o n t a i n s  g l i a l  e l e m e n t s  a n d  t h e  o n l y  e v i d e n c e  a g a i n s t  
a n y  s u c h  e l e m e n t s  c o n t r i b u t i n g  t o  t h e  o b s e r v e d  [H JG A BA  
u p t a k e  i s  t h a t  i t  i s  v i r t u a l l y  a b o l i s h e d  by  DABA. T he  
p r e p a r a t i o n  w i l l  a l s o  c o n t a i n  f r e e  m i t o c h o n d r i a  w h i c h  
a r e  k n o w n  t o  a c c u m u l a t e  GABA. H o w e v e r ,  L e v i  e t  a l .
(19 74)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  s y n a p t o s o m e s  e x h i b i t  a  1 0 - f o l d  
g r e a t e r  u p t a k e  a c t i v i t y  t h a n  m i t o c h o n d r i a  i n  v a r i o u s  
r e g i o n s  o f  r a t  b r a i n .  K u r i y a m a  e t  a l .  ( 1 9  6 9 )  r e p o r t e d  
t h a t  s y n a p t o s o m e s  o n l y  t a k e  u p  2 . 5 - f o l d  g r e a t e r  a m o u n t s  
o f  GABA t h a n  m i t o c h o n d r i a  b u t ,  t o  d e m o n s t r a t e  t h i s ,  t h e y
3
h a d  t o  u s e  700  x  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  { HJGABA t h a n  
u s e d  i n  t h e  l o c u s t  h o m o g e n a t e .  M i t o c h o n d r i a  f r o m  r a t  
c e r e b r a l  t i s s u e s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  b e  1 pm by  2 * 5 - 4  | 
( M c l l w a i n  & B a c h e l a r d ,  1971 ) .  T h o u g h  s t r u c t u r e s  o f  s u c h  
s i z e  may b e  d e s t r o y e d  d u r i n g  t h e  h o m o g e n i z a t i o n ,  t h e r e  
r e m a i n s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  m i t o c h o n d r i a  c o n t r i b u t e  t o
3
t h e  o b s e r v e d  1 H JGABA u p t a k e ,  a s  t h e y  may b e  r e t a i n e d  on  
a  0 . 4  5 pm p o r e  s i z e  f i l t e r .  T h r o u g h o u t  t h e  t i m e  c o u r s e s
3,
o f  I HJGABA u p t a k e ,  i t  b e c a m e  a p p a r e n t  t h a t  t h e r e  was  a 
c o n s i s t e n t  s i g m o i d i c i t y  i n  t h e  c u r v e s  a n d  h e n c e  t h e  
g r a p h s  w e r e  d r a w n  t o  i l l u s t r a t e  t h i s  ( F i g s . 4 0 - 4 2 ) .  
H e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  a f f i n i t i e s  o f  t h e  u p t a k e  s y s t e m s  i s  
u n l i k e l y  t o  b e  t h e  c a u s e  o f  t h i s  a s  s u c h  h e t e r o g e n e i t y  
w o u l d  o n l y  b e  a p p a r e n t  w h e n  v a r y i n g  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f
3
I HJGABA r a t h e r  t h a n  t h e  t i m e .  I f  t h e  s i g m o i d i c i t y  i s  
r e a l ,  t h e  m o s t  l i k e l y  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  t h e r e  i s  a  
h e t e r o g e n e i t y  i n  t h e  s t r u c t u r e s  i n  t h e  p r e p a r a t i o n .
T h u s ,  i t  t h e r e  w e r e  tw o  d i f f e r e n t  s i z e s  o f  m e m b r a n e  
e n c l o s e d  c o m p a r t m e n t  o n e  w o u l d  n o t  o b s e r v e  a l i n e a r  
a c c u m u l a t i o n  o f  l i g a n d - .  The  s m a l l e r  c o m p a r t m e n t  s h o u l d  
f i l l  f i r s t ,  h o w e v e r ,  s u c h  t h a t  t h e  c u r v e  w o u l d  l o o k  
d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o b s e r v e d  h e r e .  I f ,  o n  t h e  o t h e r  
h a n d ,  m e m b r a n e  e n c l o s e d  s t r u c t u r e s  w e r e  f o r m i n g  d u r i n g  
t h e  i n c u b a t i o n  o n e  would ;  e x p e c t  t o  s e e  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  u p t a k e  w i t h  r e s p e c t  t o  t i m e  a s  o b s e r v e d  h e r e .  T h i s  
c o u l d  b e  t e s t e d  by  a l l o w i n g  a  l o n g e r  p r e i n c u b a t i o n  t i m e  
w h i c h  s h o u l d  a b o l i s h  t h e  s i g m o i d i c i t y .
I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  l o c u s t  g a n g l i o n i c
h o m o g e n a t e  p o s s e s s e s  a  [^HJGABA u p t a k e  c a p a c i t y  w h i c h  i s
b l o c k e d  b y  t h e  m a m m a l i a n  n e u r o n a l  u p t a k e  i n h i b i t o r ,
DABA. By a n a l o g y  w i t h  m a m m a l i a n  s y n a p t o s o m e s ,  i t  i s
e x p e c t e d  t h a t  [^HJGABA w o u l d  b e  r e l e a s e d  f r o m  t h e
p r e p a r a t i o n  by  e l e v a t e d  i n  a  p a r t i a l l y
2+Ca - d e p e n d e n t  m a n n e r .  When a  p r e l i m i n a r y  s t u d y  w as  m a d e
o f  t h i s ,  t h e  u s e  o f  a  c e n t r i f u g a t i o n  m e t h o d  c a u s e d  t o o
g r e a t e r  d i s r u p t i o n  o f  t h e  s y n a p t o s o m e s , r e s u l t i n g  i n
v e r y  h i g h  b a c k g r o u n d  ' r e l e a s e * .  T h i s  w a s  p a r t i a l l y
a l l e v i a t e d  by  t h e  u s e  o f  a  g e n t l e r  f i l t r a t i o n  t e c h n i q u e
( T a b l e  1 6 )  . A l t h o u g h  t h e  r e l e a s e d  r a d i o a c t i v i t y  w as
+ 2+a l w a y s  g r e a t e r  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  e l e v a t e d  K w h e n  Ca 
w a s  p r e s e n t  t h a n  w hen  i t  was  a b s e n t ,  a n d  t h e  r e l e a s e  w a s  
a l w a y s  g r e a t e r  i n  e l e v a t e d  K+ t h a n  i n  s t a n d a r d  b u f f e r ,  
t h e  d i f f e r e n c e s  w e r e  s m a l l  a n d  m o r e  w o r k  i s  r e q u i r e d  on  
t h i s  s y s t e m .
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3 . 4 . 7 /  F u t u r e  s t u d i e s  w i t h i n s e c t  s y n a p t o s om es
The e x p e r i m e n t s  p r e s e n t e d  i n  t h i s  t h e s i s
r e p r e s e n t  a  v e r y  p r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  i n s e c t
3
s y n a p t o s o m e s .  H o w e v e r ,  u s i n g  [ H l c h o l i n e  u p t a k e  a s  a  
s c r e e n  f o r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  v i a b i l i t y  o f  t h e  
s y n a p t o s o m e s ,  t h e  o p t i m a l  p h y s i c a l  p a r a m e t e r s  f o r  t h i s  
v i a b i l i t y  c a n  b e  m o r e  f u l l y  e l u c i d a t e d .  The o p t i m a l  
o s m o t i c  s t r e n g t h  o f  t h e  b u f f e r  c o u l d  b e  a s c e r t a i n e d  f o r  
e x a m p l e .
A h o m o g e n a t e  i s  now a v a i l a b l e  w h i c h  i s  know n 
t o  b e  r i c h  i n  s y n a p t o s o m a l  p r o f i l e s .  The  k i n e t i c  a n d  
p h a r m a c o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  I HlGABA u p t a k e  
c a p a c i t y  o f  t h i s  p r e p a r a t i o n  s h o u l d  b e  e l u c i d a t e d  m o r e  
f u l l y .  The h o m o g e n a t e ,  h o w e v e r ,  i s  a  v e r y  h e t e r o g e n e o u s  
p r e p a r a t i o n  w h i c h  m a k e s  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  
r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  i t  d i f f i c u l t .  T h e r e f o r e ,  i t  may b e  
p r e f e r a b l e  t o  now p r o c e e d  w i t h  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  t h e  
s y n a p t o s o m e s  f r o m  t h e  h o m o g e n a t e .  T h e  b e s t  s t r a t e g y  t o  
a c h i e v e  t h i s  may b e  t o  l i m i t  t h e  n u m b e r  o f  m a n i p u l a t i v e  
s t e p s  a n d  a p p l y  t h e  h o m o g e n a t e  d i r e c t l y  o n t o  a  F i c o l l  
g r a d i e n t ,  a n d  e f f e c t i v e l y  g o  f r o m  t h e  h o m o g e n a t e  
d i r e c t l y  t o  t h e  f i n a l  s t a g e  o f  t h e  p r e p a r a t i v e  p r o c e d u r e  
o f  B r e e r  & J e s e r i c h  ( 1 9 8 0 ) .
F r a c t i o n a t i o n  o f  i n s e c t  n e r v o u s  t i s s u e  w i l l  
a l w a y s  c a r r y  t h e  r i s k  o f  p r o d u c i n g  h e t e r o g e n e o u s  
p r e p a r a t i o n s  w h i c h  c o n t a i n  b o t h  g l i a l  a n d  n e u r o n a l  
e l e m e n t s .  A t  p r e s e n t  we h a v e  n o  k n o w l e d g e  o f  t h e  
r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n  t h a t  n e u r o n e s  a n d  g l i a  m a k e  t o  t h e
u p t a k e  o f  GABA i n  i n s e c t  CNS. C u l t u r e s  o f  i n s e c t  c e n t r a l  
n e u r o n e s  h a v e  a l r e a d y  b e e n  d e v e l o p e d  ( B e a d l e  & L e e s ,  
1 9 8 6 )  . When g l i a l  c e l l  c u l t u r e s  a r e  d e v e l o p e d  f r o m  
i n s e c t  b r a i n  t h e n  a  p a r a l l e l  s t u d y  m i g h t  b e  m a d e  on  
g l i a l  a n d  n e u r o n a l  GABA u p t a k e ,  a s  h a s  b e e n  p e r f o r m e d  
w i t h  c u l t u r e s  f r o m  m a m m a l i a n  CNS ( L a r s s o n  e t  a l . ,  19 8 5 ) .
An u l t i m a t e  a i m  i n  d e v e l o p i n g  s t a b l e  
s y n a p t o s o m e s  f r o m  i n s e c t  CNS m u s t  b e  t o  h a v e  t h e  
c a p a c i t y  t o  c o n t i n u o u s l y  p e r f u s e  t h e m ,  a s  i s  r o u t i n e l y  
d o n e  w i t h  m a m m a l i a n  b r a i n  s y n a p t o s o m e s  ( R a t e i r i  e t  a l . ,  
1 9 7 4 ;  R e d b u r n  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  Minneraa  & M i c h a e l s o n ,  1 9 8 5 ;  
R a p i e r  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  i s  a n  e x t r e m e l y  p o w e r f u l  
t e c h n i q u e ,  p e r m i t t i n g  t h e  a n a l y s i s  o f  t h e  m e c h a n i s m s  o f  
p r e s y n a p t i c  c o n t r o l  o f  t h e  r e l e a s e  o f  t h e  r a d i o l a b e l l e d  
t r a n s m i t t e r  w i t h  w h i c h  t h e  s y n a p t o s o m e s  a r e  p r e - l o a d e d .
A c r u d e  s u p e r f u s i o n  o f  i n s e c t  s y n a p t o s o m e s , p r e l o a d e d
3
w i t h  [ H j c h o l i n e ,  on  s w o l l e n  S e p h a d e x  G - 1 5  h a s  a l r e a d y  
b e e n  p u b l i s h e d  ( B r e e r  & K n i p p e r ,  1 9 8 4 ) .  T h e  l a c k  o f  
s t a b i l i t y  o f  c u r r e n t  i n s e c t  s y n a p t o s o m e  p r e p a r a t i o n s  h a s  
p r e c l u d e d  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e  a d v a n c e !  m a m m a l i a n  
s y n a p t o s o m e  t e c h n o l o g y  t o  t h e  i n s e c t  p r e p a r a t i o n s ,  b u t  
t h e  a r r i v a l  o f  s u c h  t e c h n o l o g y  s h o u l d  h e r a l d  a  new  e r a  
i n  i n s e c t i c i d e  d e v e l o p m e n t .
OVERVIEW
CHAPTER 4
- A PPL I  CATIONS AND CONCLUSIONS
I n  t h e  o p e n i n g  c h a p t e r  t o  t h i s  t h e s i s ,  a  b r i e f  
b a c k g r o u n d  was g i v e n  t o  t h e  p e s t i c i d e  i n d u s t r y  a n d  a  
c a s e  was  m a d e  f o r  t h e  n e e d  f o r  b a s i c  r e s e a r c h  i n t o  
h i t h e r t o  u n c h a r a c t e r i z e d  i n v e r t e b r a t e  n e u r o t r a n s m i t t e r  
s y s t e m s ;  GABA i s  o n e  s u c h  s y s t e m .  I n  s u p p o r t  o f  t h i s ,  
i n s e c t  GABA r e c e p t o r s  a r e  a l r e a d y  d e m o n s t r a t i n g  
a p p l i c a t i o n s  i n  t h e  e l u c i d a t i o n  o f  t h e  m ode  o f  a c t i o n  o f  
p e s t i c i d e s  .
4 . 1 /  T h e  a c t i o n  o f  p e s t i c i d e s
The  c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n s  a r e  a  m a j o r  c l a s s  
o f  i n s e c t i c i d e s  w h o s e  a c t i o n s  may i n v o l v e  p e r t u r b a t i o n  
o f  G A B A e rg ic  t r a n s m i s s i o n .  C y c l o d i e n e s  ( s u c h  a s  e n d r i n )  
a n d  ^ - h e x a c h l o r o c y c l o h e x a n e  ( l i n d a n e )  h a v e  b e e n  show n t o  
a f f e c t  m a m m a l i a n  GABA r e c e p t o r s  by  p o t e n t l y  d i s p l a c i n g  
[ H I d i h y d r o p i c r o t o x i n i n  ( I  H]DPTXN) b i n d i n g  ( M a t s u m u r a  & 
G h i a s u d d i n ,  1 9 8 3 )  a n d  [ ^ S ] T B P S  b i n d i n g  i n  r a t  b r a i n  
m e m b r a n e s  ( A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 5 b ) .  W i t h  t h e  a v a i l a b i l i t y  
o f  c o m p a r a b l e  b i n d i n g  a s s a y s  i n  i n v e r t e b r a t e  n e r v o u s  
t i s s u e s  i t  i s  now p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  t h e  e f f e c t s  o f  
t h e s e  c o m p o u n d s  i n  b i n d i n g  a n d  p h y s i o l o g i c a l  s t u d i e s  o n  
t h e  same t i s s u e s .  P r e l i m i n a r y  w o r k  i n  t h i s  d i r e c t i o n  h a s  
s how n  some c h l o r i n a t e d  h y d r o c a r b o n s  t o  b e  a c t i v e  i n  
d i s p l a c i n g  [^H]DPTXN a n d  [ ^ S ] T B P S  b i n d i n g  f r o m  i n s e c t  
m e m b r a n e s ,  t h o u g h  t h e  r e l a t i v e  p o t e n c i e s  a r e  d i f f e r e n t  
f r o m  t h o s e  r e p o r t e d  i n  a n a l o g o u s  v e r t e b r a t e  s t u d i e s  
( T a n a k a  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  C o h e n  & C a s i d a ,  1 9 8 6 ;  S z a m r a j  e t
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a l . r 1 9 8 6 ) .  H o p e f u l l y  f u r t h e r  w o rk  u t i l i s i n g  t h e  
i n v e r t e b r a t e  t e c h n i q u e s  now a v a i l a b l e  w i l l  l e a d  t o  t h e  
e l u c i d a t i o n  o f  t h e  mode  o f  a c t i o n  o f  t h e s e  i n s e c t i c i d e s .
A s e c o n d  c l a s s  o f  p e s t i c i d e s  w h i c h  h a s  
r e c e i v e d  a  l o t  o f  a t t e n t i o n  r e c e n t l y  i s  t h e  a v e r m e c t i n s  
CAVMs) .  T h e s e  m a c r o c y c l i c  l a c t o n e s  a r e  e x t r e m e l y  p o t e n t  
a g a i n s t  a  v a r i e t y  o f  p a r a s i t i c  n e m a t o d e s  a n d  a r t h r o p o d s .  
E l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  e v i d e n c e  f o r  t h e i r  a c t i o n  a t  GABA 
r e c e p t o r  c h l o r i d e  c h a n n e l s  cam e f r o m  w o r k  on  l o b s t e r  
( F r i t z  e t  a l . ,  19 79 ) a n d  n e m a t o d e s  ( K a s s  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) .  
H o w e v e r  i n i t i a l  b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e  f o r  a  G A B A erg ic  
m o d e  o f  a c t i o n  w as  o b t a i n e d  i n  m a m m a l i a n  p r e p a r a t i o n s .  
AVMs w e r e  s h o w n  t o  i n c r e a s e  t h e  r e l e a s e  o f  GABA f r o m  r a t  
b r a i n  s y n a p t o s o m e s  ( P o n g  e t  a l . ,  1 9 8 0 ) ,  e n h a n c e  t h e  i n  
v i v o m u s c l e  r e l a x a n t  e f f e c t s  o f  b e n z o d i a z e p i n e s  i n  m i c e  
( W i l l i a m s  & Y a r b o r o u g h ,  1 9 7 9 J , m o d u l a t e  t h e  b i n d i n g  o f  
TBPS a n d  GABA ( P o n g  & Wang,  198  2; D r e x l e r  & S i e g h a r t ,  
1 9 8 4 a b ;  C a l c o t t  & F a t i g ,  1 9 8 4 ;  O l s e n  & Snowman,  1 9 8 5 )  
a n d  e n h a n c e  b e n z o d i a z e p i n e  b i n d i n g  i n  d o g  a n d  r a t  b r a i n  
p r e p a r a t i o n s  ( W i l l i a m s  & Y a r b o r o u g h ,  19 7 9 ;  P a u l  e t  a l . ,  
1 9 8 0 ;  P ong  e t  a l . ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 2 ;  S u p a v i l a i  & K a r o b a t h ,  
1 9 8 1 ;  W i l l i a m s  & R i s l e y ,  1 9 8 2 ,  1 9 8 4 ;  D r e x l e r  & S i e g h a r t ,  
1 9 8 4 c )  . C o m p a r a b l e  d a t a  i n  i n v e r t e b r a t e  p r e p a r a t i o n s  a r e  
l i m i t e d  t h o u g h .  AVMs h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p o t e n t l y  i n h i b i t
•3
h o n e y b e e  b r a i n  [ J H ] m u s c i m o l  b i n d i n g  3nM, A b a l i s  &
E l d e f r a w i ,  1 9 8 6 ) ,  w h i l e  a t  0 . 1  -  5pM t h e y  s h o w
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e n h a n c e m e n t  o f  [ H]GABA b i n d i n g  m  c o c k r o a c h  CNS (Lummis 
& S a t t e l l e ,  1 9 8 5 b ) .  No e f f e c t  on  h o u s e f l y  o r  c r a y f i s h
3 sI S ]T B P S  b i n d i n g  w as  o b s e r v e d  b y  S z a m r a j  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) ,
•a
n o r  w a s  t h e r e  a n y  m o d u l a t i o n  by  AVM o f  t H J m u s c i m o l
b i n d i n g  i n  t h e s e  t i s s u e s  ( O l s e n ,  p e r s o n a l
c o m m u n i c a t i o n ) . No e f f e c t  o f  AVM w a s  f o u n d  i n  c o c k r o a c h
3 3g a n g l i a  o n  t h e  b i n d i n g  o f  I HJDPTXN, I H J m u s c i m o l  o r
3 3{ H j d i a z e p a m  ( T a n a k a  & M a t s u m u r a ,  1 9 8 5 ) .  { H J I v e r m e c t i n
(5nM) e x h i b i t s  s p e c i f i c  b i n d i n g  t o  l o c u s t  g a n g l i o n i c
m e m b r a n e s  w h i l e  t h e  u n l a b e l l e d  l i g a n d  e n h a n c e s  [^H lF N ZP
b i n d i n g  i n  t h e  sam e  t i s s u e  ( S c o t t ,  R o b i n s o n  & L u n t ,
u n p u b l i s h e d  o b s e r v a t i o n ) . H o w e v e r ,  i n  a  r e c e n t  r e v i e w  o f
t h e  m o d e  o f  a c t i o n  o f  t h e  AVMs, W r i g h t  (19  8 6 )  c o n c l u d e d
f r o m  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  e v i d e n c e  t h a t  AVMs h a d  tw o
d i s t i n c t  a c t i o n s  i n  v e r t e b r a t e s  a n d  i n v e r t e b r a t e s .  T h e s e
t w o  p o s t u l a t e d  a c t i o n s  i n c l u d e  a  r e v e r s i b l e  e f f e c t  a t
c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  lOnM r a n g e  w h i c h  a p p e a r s  s p e c i f i c
t o  GABA r e c e p t o r s ,  w h e r e a s  a n  i r r e v e r s i b l e  e f f e c t  i s
s u g g e s t e d  t o  o c c u r  a t  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s .  T h i s  l a t t e r
e f f e c t  m i g h t  i n v o l v e  g l y c i n e  ( i n h i b i t o r y )  r e s p o n s e s  i n
v e r t e b r a t e s  a n d  g l u t a m a t e r g i c  ( e x c i t a t o r y )  r e s p o n s e s  i n
i n v e r t e b r a t e s .  T h i s  c o n c l u s i o n  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e
m o r e  r e c e n t  d a t a  o f  B e a d l e  & L e e s  (19  8 6 )  o b t a i n e d  f r o m
l o c u s t  n e u r o n a l  c u l t u r e s  i n  w h i c h  AVM a c t s  a s  a
G A B A -m im e t ic  b u t  i t  may a c t  on  tw o  s e p a r a t e  p o p u l a t i o n s
o f  c h a n n e l s .  A l s o  i t s  a c t i o n  i s  p a r t i a l l y  a n
i r r e v e r s i b l e  o n e  on  a  p o p u l a t i o n  o f  c h a n n e l s  t h a t  d o e s
n o t  r e s p o n d  t o  GABA. F u r t h e r m o r e ,  a l t h o u g h  M e l l i n  e t  a l .
( 1 9 8 3 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  AVM o p e n e d  a
p i c r o t o x i n - s e n s i t i v e  c h l o r i d e  i o n  c h a n n e l  i n  l o b s t e r
m u s c l e ,  C h a l m e r s  et- a l . (19 8 6) s h o w e d  t h a t  AVM 
p o t e n t i a t e d  GABA r e s p o n s e s  i n  c r a y f i s h  m u s c l e  b u t  n o t  i n  
s t r e t c h  r e c e p t o r  n e u r o n e s ,  d e s p i t e  b e i n g  a b l e  t o  
i n c r e a s e  c h l o r i d e  c o n d u c t a n c e  on i t s  own i n  b o t h  
t i s s u e s .  T a n a k a  & M a t s u m u r a  (19 8 5 )  d e m o n s t r a t e d  In  
c o c k r o a c h  l e g  m u s c l e s  t h a t  AVM i n c r e a s e d  c h l o r i d e  
p e r m e a b i l i t y ,  a p p a r e n t l y  i n d e p e n d e n t l y  o f  GABA 
r e c e p t o r s ,  a n d  D u c e  & S c o t t  (19  8 5 )  s h o w e d  t h a t  AVM 
a c t i v a t e d  c h l o r i d e  c h a n n e l s  i n  a  v a r i e t y  o f  i n s e c t  
m u s c l e s  i n c l u d i n g  som e  t h a t  l a c k e d  i n h i b i t o r y  G A B A erg ic  
i n n e r v a t i o n .  A b a l i s  e t  a l . (19 8 6 )  h a v e  r e p o r t e d  t h a t  i n  
r a t  b r a i n ,  AVMs d o  o p e n  a  c h l o r i d e  c h a n n e l  by b i n d i n g  t o  
a  GABA r e c e p t o r  a n d  a c t i n g  a s  a  p a r t i a l  a g o n i s t ,  b u t  
t h a t  t h e y  a l s o  o p e n  v o l t a g e - d e p e n d e n t  c h l o r i d e  c h a n n e l s  
w h i c h  a r e  t o t a l l y  i n s e n s i t i v e  t o  GABA. I n  c o n c l u s i o n ,  i t  
w o u l d  a p p e a r  t h a t  t h e  m ode  o f  a c t i o n  o f  t h e  a v e r m e c t i n s  
i s  o n l y  p a r t i a l l y  r e l a t e d  t o  t h e  GABA r e c e p t o r  c o m p l e x .
As o u r  b i o c h e m i c a l  k n o w l e d g e  o f  i n v e r t e b r a t e  
G A B A erg ic  t r a n s m i s s i o n  i n c r e a s e s ,  s o  o u r  p r a c t i c a l  
a b i l i t y  t o  m e a s u r e  i t s  v a r i o u s  p a r a m e t e r s  i n c r e a s e s .  
H o p e f u l l y  t h i s  w i l l  n o t  o n l y  h e l p  u s  i n  o u r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  m ode  o f  a c t i o n  o f  e x i s t i n g  
p e s t i c i d e s ,  a s  o u t l i n e d  a b o v e ,  b u t  p e r h a p s  m o r e  
i m p o r t a n t l y  m i g h t  o p e n  new d o o r s  f o r  t h e  r a t i o n a l  d e s i g n  
o f  n o v e l ,  s p e c i f i c  p e s t i c i d e s .
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4 . 2 /  C o n c l u s i o n s  o n i n s e c t  c e n t r a l  G A B A e r g i c  
ne u r o t r a n s m i s s i o n
I n  19 73 G e r s c h e n f e l d  c o n c l u d e d  f r o m  t h e  t h e n  
a v a i l a b l e ,  l a r g e l y  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l , d a t a  t h a t  GABA 
w a s  p r o b a b l y  t h e  u n i v e r s a l  i n h i b i t o r y  t r a n s m i t t e r  o f  t h e  
i n v e r t e b r a t e  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n ,  e x c l u d i n g  m o l l u s c s ,  
a n d  t h a t  t h e  e v i d e n c e  w a s  p a r t i c u l a r l y  c o n v i n c i n g  i n  t h e  
a r t h r o p o d s .  The  s i t u a t i o n  i n  i n v e r t e b r a t e  c e n t r a l  
n e u r o t r a n s m i s s i o n  w a s  l e s s  c l e a r ;  GABA w a s  p r o b a b l y  
i n v o l v e d  i n  c r u s t a c e a n  a n d  i n s e c t  CNS w h e r e a s  i t s  r o l e  
i n  m o l l u s c a n  CNS w as  d o u b t f u l . .  C e r t a i n l y  t h e r e  w as  s c a n t  
k n o w l e d g e  o f  a n y  o f  t h e  b i o c h e m i c a l  c o m p o n e n t s  o f  a n y  
i n v e r t e b r a t e  GABA s y s t e m  ( G e r s c h e n f e l d ,  1 9 7 3 )  .
T h e  w o r k  d e s c r i b e d  i n  t h i s  t h e s i s  h a s  b e e n  
c o n c e r n e d  w i t h  i n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s  a n d  t h e  
m e a n s  o f  s t u d y i n g  i n s e c t  c e n t r a l  GABA u p t a k e  a n d  r e l e a s e  
m e c h a n i s m s .  The  f u t u r e  p o t e n t i a l  a n d  t h e  l i m i t a t i o n s  o f  
t h e  w o rk  h a v e  a l r e a d y  b e e n  d i s c u s s e d  i n  t h e  r e l e v a n t  
c h a p t e r s .  I n  a d d i t i o n ,  h o w e v e r ,  t h e  w o r k  i s  p a r t  o f  t h e  
r e c e n t  g r o w t h  o f  i n t e r e s t  i n  t h i s  f i e l d .  O ur  k n o w l e d g e  
o f  G A B A e rg ic  t r a n s m i s s i o n  i n  i n s e c t  CNS h a s  come a  l o n g  
w ay  s i n c e  19 73 a n d  we a r e  b e g i n n i n g  t o  s e e  a  p i c t u r e  o f  
a  G A B A erg ic  s y s t e m  i n  i n s e c t  CNS w h i c h  i n  o v e r a l l  
o r g a n i z a t i o n  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o u t l i n e d  i n  F i g . l  f o r  
t h e  m a m m a l i a n  n e r v o u s  s y s t e m .
We now know  t h a t  GABA i s  p r e s e n t  i n  
s i g n i f i c a n t  q u a n t i t i e s  i n  i n s e c t  CNS. I n  t h e  l a s t  y e a r
we h a v e  o b t a i n e d  e v i d e n c e  t h a t  i n s e c t  b r a i n  p o s s e s s e s  
t h e  s y n t h e t i c  a n d  m e t a b o l i c  m a c h i n e r y  c o m p a r a b l e  w i t h  
t h a t  i n v o l v e d  i n  m a m m a l i a n  b r a i n  G A B A e r g i c  
n e u r o t r a n s m i s s i o n  ( s e e  C h a p t e r  1 ) .  T h o u g h  i n s e c t  GAD a n d  
GABA-T h a v e  o v e r a l l  s i m i l a r i t i e s  w i t h  t h e  m a m m a l i a n  
c e n t r a l  e n z y m e s ,  s u b t l e  d i f f e r e n c e s  a r e  e m e r g i n g  i n  t h e  
f i n e  t u n i n g  o f  t h e  e n z y m e s ,  n o t  o n l y  b e t w e e n  v e r t e b r a t e  
a n d  i n v e r t e b r a t e  CNS, b u t  a l s o  b e t w e e n  d i f f e r e n t :  
i n v e r t e b r a t e  c l a s s e s .  We a r e  s t a r t i n g . t o  s e e  t h e  m a p p i n g  
o f  i n v e r t e b r a t e  G A B A e rg ic  n e u r o n e s  b o t h  w i t h  a n t i b o d i e s  
t o  GAD ( S t a p l e t o n ,  1 9 8 6 )  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  
GABA ( M e y e r  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .  I n  t h e  f u t u r e  t h e s e  
a p p r o a c h e s  s h o u l d  p r o v i d e  a m o r e  p r e c i s e  p i c t u r e  o f  t h e  
r o l e  o f  GABA i n  i n v e r t e b r a t e  n e r v o u s  t i s s u e s .
The  w o rk  i n  t h i s  t h e s i s  h a s  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  
g r o w i n g  c a s e  f o r  a n  i n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r  
c o m p l e x .  H e r e  a g a i n ,  a s  i n  a n y  c o m p a r i s o n s  b e t w e e n  t h e  
e m e r g i n g  i n s e c t  GABA s y s t e m  a n d  i t s  e s t a b l i s h e d  
m a m m a l i a n  c o u n t e r p a r t  o n e  s e e s  a n  o v e r a l l  s i m i l a r i t y  b u t  
w i t h  s u b t l e  d i f f e r e n c e s .  S u c h  d i f f e r e n c e s  i n  G A B A erg ic  
e n z y m e s  a r e  b e i n g  c h a r a c t e r i z e d ,  b u t  t h e  i n s e c t  u p t a k e  
s y s t e m s  a n d  r e c e p t o r s  a r e  much h a r d e r  t o  s t u d y .  I n  t h e  
f u t u r e  i n s e c t  s y n a p t o s o m a l  p r e p a r a t i o n s  o f  g r e a t e r  
s t a b i l i t y  t h a n  a r e  p r e s e n t l y  a v a i l a b l e  m i g h t  p e r m i t  n o t  
o n l y  t h e  f u l l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  GABA u p t a k e  b u t  a l s o  
i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  m e c h a n i s m s  o f  i n s e c t  n e u r o n a l  GABA 
r e l e a s e .  G r e a t e r  e x p l o i t a t i o n  o f  i n v e r t e b r a t e  n e u r o n a l  
a n d  g l i a l  c u l t u r e s  w o u l d  n o t  o n l y  a l l o w  t h e
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p h a r m a c o l o g i c a l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  GABA r e c e p t o r s  b u t  
a l s o  p r o v i d e  a n  a l t e r n a t i v e  v e h i c l e  f o r  u p t a k e  s t u d i e s .
I n  t h e  f u t u r e  t h e n  we w i l l  h o p e f u l l y  s e e  t h e  
f u l l  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  i n v e r t e b r a t e  G A B A erg ic  
n e u r o t r a n s m i s s i o n .  T h i s  i s  n o t  o n l y  o f  a p p l i e d  
i m p o r t a n c e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  p e s t i c i d e s ,  b u t  a l s o  
e s s e n t i a l  f r o m  a  c o m p a r a t i v e  s t a n d p o i n t  i n  o u r  
u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  e v o l u t i o n  o f  s u c h  t r a n s m i s s i o n  
s y s t e m s .
APPENDIX 1
GABA RECEPTORS ON LOCUST MUSCLE
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A . 1 /  I NTRODUCTION
I n  a d d i t i o n  t o  t h e  c e n t r a l  a c t i o n s  o f  GABA i n
t h e  i n s e c t  n e r v o u s  s y s t e m ,  we h a v e  know n f o r  some t i m e
t h a t  GABA i s  t h e  m a j o r  i n h i b i t o r y  n e u r o t r a n s m i t t e r  a t
t h e  i n s e c t  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n  ( U s h e r w o o d  &
G r u n d f e s t ,  19 64 , 19 6 5 ) .  I n d e e d  f o r  m any  y e a r s  o u r
k n o w l e d g e  o f  t h e  p e r i p h e r a l  GABA r e c e p t o r s  f a r
o u t w e i g h e d  a n y  k n o w l e d g e  o f  t h e  c o r r e s p o n d i n g  c e n t r a l
r e c e p t o r s  b e c a u s e  t h e  i n s e c t  n e u r o m u s c u l a r  j u n c t i o n  i s
m u c h  m o r e  a c c e s s i b l e  t o  t h e  e l e c t r o p h y s i o l o g i s t  t h a n  t h e
b r a i n  ( s e e  G e r s c h e n f e l d ,  19 7 3 ) .
The  f i r s t  b i o c h e m i c a l  s t u d y  o f  p u t a t i v e  GABA
r e c e p t o r s  i n  i n s e c t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  m u s c l e
p r e p a r a t i o n s  (De R o b e r t i s  & F i z e r  d e  P l a z a s ,  1 9 7 4 ;
A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  A b a l i s  e t  a l .  (19  8 3 )  d e s c r i b e d  t h e
b i n d i n g  o f  [ H ] f l u n i t r a z e p a m  ( [  H lF N Z P )  t o  a  h o u s e f l y
t h o r a c i c  m e b r a n e  p r e p a r a t i o n .  A l t h o u g h  t h e  b i n d i n g  was
3 3e n h a n c e d  by  GABA, no  b i n d i n g  o f  [ HlGABA o r  [ H l m u s c i m o l  
w a s  o b s e r v e d  i n  t h e  same p r e p a r a t i o n .  T h e r e f o r e ,  i n  
a d d i t i o n  t o  t h e  s t u d i e s  o f  i n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s  
d e s c r i b e d  i n  C h a p t e r  2 o f  t h i s  t h e s i s ,  a  s t u d y  w as  m ade
o f  GABA r e c e p t o r s  i n  l o c u s t  m u s c l e .  T he  b i n d i n g  o f
3 3( H l m u s c i m o l  a n d  [ H l F N Z P  w e r e  i n v e s t i g a t e d  i n  m e m b r a n e s
p r e p a r e d  f r o m  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e ,  a s  t h i s  w o u l d  b e
m o s t  d i r e c t l y  a n a l o g o u s  t o  t h e  t i s s u e  p r e p a r a t i o n  o f
A b a l i s  e t  a l . ,  ( 1 9 8 3  ) .  S u c h  a  s t u d y  m i g h t  p e r m i t  a
c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  p u t a t i v e  GABA r e c e p t o r s  i n  l o c u s t
CNS ( t h i s  t h e s i s )  a n d  i n  h o u s e f l y  f l i g h t  m u s c l e  ( A b a l i s  
e t  a l . ,  19 83 ) „
I t  h a s  n o t  b e e n  e s t a b l i s h e d  w h e t h e r  o r  n o t  
h o u s e f l y  f l i g h t  m u s c l e  h a s  a n y  i n h i b i t o r y  n e r v o u s  i n p u t ,  
b u t  GABA i s  -known t o  b e  t h e  i n h i b i t o r y  n e u r o t r a n s m i t t e r  
i n  t h e  e x t e n s o r  t i b i a e  ( j u m p i n g )  m u s c l e  ( E T )  o f  l o c u s t  
l e g  ( U s h e r w o o d  & G r u n d f e s t ,  1 9 6 5 ) .  T h e r e f o r e  an 
e l e o t r o p h y s i o  l o g i c a l  s t u d y  w as  m a d e  o f  G A B A e rg ic  
r e s p o n s e s  i n  l o c u s t  ET, t o  g a i n  i n f o r m a t i o n  on t h e  
p h a r m a c o l o g y  o f  known i n s e c t  m u s c l e  GABA r e c e p t o r s .  S u c h  
p h a r m a c o l o g y  m i g h t  t h e n  b e  c o m p a r e d  w i t h  t h e  
p h a r m a c o l o g i e s  o f  a n y  GABA b i n d i n g  s i t e s  d e t e c t e d  i n  
b i n d i n g  s t u d i e s  on  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e .
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A . 2 /  BINDING S TUDIES ON FLIGHT MUSCLE MEMBRANES 
A . 2 . 1 /  P r e p a r a t i o n  o f  t h e  memb r a n e  f r a c t i o n ,  P ,^M, f r o m  
l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e
The h e a d ,  a b d o m e n  a n d  l e g s  o f  t h e  l o c u s t  w e r e  
c u t  o f f  a n d  t h e  t h o r a x  w a s  c u t  v e n t r a l l y  a n d  p u l l e d  o p e n  
t o  r e v e a l  t h e  m u s c l e s .  M o s t  o f  t h e  f a t  b o d y  w as  r e m o v e d  
b y  b l o t t i n g  w i t h  t i s s u e  p a p e r s  a n d  t h e  e n t i r e  t h o r a c i c  
m u s c l e  d i s s e c t e d  o u t  a n d  s t o r e d  on  i c e .  T h e  m u s c l e  
( a p p r o x i m a t e l y  3 g f r o m  20 l o c u s t s )  w a s  h o m o g e n i z e d  (3% 
w / v ) i n  l o c u s t  s a l i n e  ( T a b l e  17 )  i n  a  P o t t e r - E l v e j h a m  
h o m o g e n i z e r  w i t h  a m o t o r  d r i v e n  p e s t l e  (7  x 10 s t r o k e s ,  
s p e e d ,  500  rpm? r a d i a l  c l e a r a n c e ,  0 . 1 5  m m ) .  The  
h o m o g e n a t e  w a s  t h e n  f i l t e r e d  t h r o u g h  n y l o n  b o l t i n g  c l o t h  
(19  2 pm m e s h )  a n d  t h e  f i l t r a t e  s u b j e c t e d  t o  t h e  
f r a c t i o n a t i o n  s c h e m e  s h o w n  i n  F i g .  4 3 .
0 .1 5 M  s o d i u m  c h l o r i d e
lOmM p o t a s s i u m  c h l o r i d e
2mM c a l c i u m  c h l o r i d e
5mM m a g n e s i u m  c h l o r i d e
4mM p o t a s s i u m  h y d r o g e n  c a r b o n a t e
6mM p o t a s s i u m  d i h y d r o g e n  p h o s p h a t e
p H 7 . 0 ,  a d j u s t e d  w i t h  1 M NaOH.
T a b l e  17  C o m p o s i t i o n  o f  l o c u s t  s a l i n e ,  a f t e r  H o y l e  
(19 53 ) .
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F i l t r a t e  (30  m l /m g  o r i g i n a l  t i s s u e )
C e n t r i f u g e  3000  x g ,  10 m i n ,  4°C
P e l l e t  S u p e r n a t a n t
C e n t r i f u g e  3 0 , 0 0 0  x g ,  1 h ,  4°C
P e l l e t  
P 2»*
2 w a s h e s  i n  20 ml l o c u s t  s a l i n e  
C e n t r i f u g e  3 0 , 0 0 0  x g ,  10 m i n ,  4°C
F i n a l  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  a s s a y  b u f f e r  
(7 m l / 3  g s t a r t i n g  m a t e r i a l )  
a n d  s t o r e d  on i c e .
F i g . 4 3 F r a c t i o n a t i o n  sc h e m e  f o r  l o c u s t  m u s c l e ,  t o  
p r e p a r e  t h e  m e m b ra n e  f r a c t i o n ,  ? 2 M*
S u p e r n a t a n t
S„
3 3A . 2 . 2 /  The  b i n d i n g  o f  ( H ] m u s c i m o l  a n d  [ HjFNZP t o  P ,^M
3
The  b i n d i n g  o f  [ H l m u s c i m o l  t o  t h e  m e m b r a n e  
f r a c t i o n ,  M, f r o m  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  was  a s s a y e d  a s  
d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 3 ,  u s i n g  a  40O|i l  s a m p l e  o f  t h e  
r e s u s p e n d e d  m e m b r a n e s  ( s e e  a b o v e ) .  T o t a l  a n d  
n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  a r e  c o m p a r e d  i n  F i g . 4 4 .  The 
a p p a r e n t  s p e c i f i c  b i n d i n g  was  5% o f  t h e  t o t a l  b i n d i n g .  
I f  s u c h  s p e c i f i c  b i n d i n g  i s  r e a l ,  i t  i s  l o w  l e v e l ,
3
n o n - s a t u r a t i n g  b i n d i n g  a v e r  t h e  1 - 2 0  nM [ H j m u s c i m o l  
c o n c e n t r a t i o n  r a n g e .
3
The  b i n d i n g  o f  I HjFNZP t o  P^M was a s s a y e d  a s
d e s c r i b e d  i n  2 . 2 . 4 . . ,  u s i n g  T r i s - H C l  b u f f e r  c o n t a i n i n g  1
mM EGTA r a t h e r  t h a n  4 mM CaCl2 a n d  4 mM M g C ^ *  I n d e e d
w h e n  EGTA was  r e p l a c e d  w i t h  C a C ^  a n d  M g C ^  ( a s  p r o v e d
3
n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o
3
g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s )  t h e  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP t o  
b e c a m e  m o r e  v a r i a b l e .  T h e  e f f e c t s  o f  d i a z e p a m ,  R o 5 - 4 8 6 4
3
a n d  c l o n a z e p a m  o n  t h e  b i n d i n g  o f  [ HJFNZP t o  P^M a r e  
s h o w n  i n  T a b l e  1 8 .
COMPOUND i c 5 0 ( Mm )
D i a z e p a m 0 . 0 1
R o 5 - 4 8  64 0 . 2 3
C l o n a z e p a m > 1 . 0
T a b l e  1 8 The  c o n c e n t r a t i o n s  o f  d i a z e p a m ,  R o 5 - 4 8  64 a n d  
c l o n a z e p a m  g i v i n g  50% d i s p l a c e m e n t  ( I C ^ q ) o f  t h e  b i n d i n g  
o f  10 nM [^H]FNZP t o  P ^ .  R e s u l t s  a r e  t h e  m e a n s  o f  tw o 
e x p e r i m e n t s  e m p l o y i n g  t r i p l i c a t e  a s s a y s .
0 4 8 12 16 
[ 1 H 1MUSCIMX CONC . (nM)
20
F i g . 44  The t o t a l  ( ■ ) ,  and n o n - s p e c i f i c  ( A )  bi n d i n g  of  
1 -20  nM [^H]muscimol  t o  P2M. R e s u l t s  a r e  the  means o f  2 
e x p e r i m e n t s .  A ss ay s  were  per formed i n  t r i p l i c a t e .
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A . 2 . 3 /  D e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  t i s s ue c o n c e n t r a t i o n s  o f  
c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m
The c o n c e n t r a t i o n s  o f  c a l c i u m  a n d  m a g n e s i u m  in
l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  and  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n ,  P^M 
d e r i v e d  f r o m  i t ,  w e r e  m e a s u r e d  by  a t o m i c  a b s o r p t i o n  
s p e c t r o s c o p y  a s  d e s c r i b e d  in  2 . 2 . 5 .  T he  r e s u l t i n g  


























Fig  . 4 5 C o n c e n t r a t i o n s  of  c a l c i u m  and iragnesium in 1) 
l o c u s t  f l i g h t  musc le  and 2) P^M. The h i s t o g r a m  shows the  
mean r e s u l t  of t h r e e  s e p a r a t e  d e t e r m i n a t i o n s .  Bars 
d e n o t e  the  upper and lower v a l u e s  of  the  t h r e e  r e s u l t s .
A . 1 /  ELECTRQPHYSIQLQGICAL STU DIES ON THE EXTENSOR T I B I A E
MUSCLE
A . 3 . 1 /  The  o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  m u s c l e s  a n d  n e r v e s  o f  t h e  
l o c u s t  f e m u r
The d i s t r i b u t i o n s  o f  t h e  n e r v e  a n d  m u s c l e  
f i h r e  t y p e s  i n  l o c u s t  j u m p i n g  m u s c l e  h a v e  b e e n  
e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i z e d  ( s e e  H o y l e ,  1 9 7 8 ) .  B r i e f l y  t h e  
f e m u r  o f  t h e  l o c u s t  c o n t a i n s  t h r e e  m u s c l e s .  R e m o v a l  o f  
t h e  f l e x o r  t i b i a e  a n d  r e t r a c t o r  u n g u i s  m u s c l e s  r e v e a l s  
t h e  t h i r d  m u s c l e ,  t h e  e x t e n s o r  t i b i a e  (E T ,  t h e  j u m p i n g  
m u s c l e )  ( F i g . 4 6 a ) .  F o u r  a x o n s  i n n e r v a t e  t h e  ET: f a s t  
( F E T i ) ,  s l o w  ( S E T i ) ,  common i n h i b i t o r  I C I  ) a n d  t h e  
d o r s a l  u n p a i r e d  m e d i a n  (DUMETi) < F i g . 4 6 b ) . I n  s t u d y i n g  
G A B A e rg ic  r e s p o n s e s  o n e  i s  i n t e r e s t e d  i n  t h o s e  m u s c l e s  
w h i c h  r e c e i v e  i n h i b i t o r y  i n n e r v a t i o n  a n d  t h e r e f o r e  i n  
t h e  c a s e  o f  t h e  ET, t h o s e  m u s c l e  f i b r e s  w h i c h  a r e  
i n n e r v a t e d  b y  t h e  Cl a x o n .  The  ET i s  c o m p o s e d  o f  
d i s c r e t e  m u s c l e  b u n d l e s  a n d ,  a m o n g s t  o t h e r s ,  b u n d l e s  3 2 ,  
S 3 ,  a n d  34 h a v e  a d e f i n e d  i n h i b i t o r y  i n p u t  ( D u c e  &
S c o t t ,  19 8 5 )  a s  d o  t h e  s m a l l  d i s t a l  m u s c l e  u n i t s  1 3 5 c & d .  
M u s c l e  b u n d l e  34 w as  u s e d  i n  t h i s  s t u d y ,  u n l e s s  s t a t e d  
o t h e r w i s e .
A . 3  . 2 /  The  e x t e n s o r  t i b i a e  p r e p a r a t i o n
The m e t a t h o r a c i c  l e g  was c u t  f r o m  t h e  l o c u s t  
a t  t h e  j o i n t  b e t w e e n  t h e  c o x a  a n d  t h e  b o d y  a n d  p i n n e d  









F i g » 46 a ) D i a g r a m  o f  t h e  d i s s e c t e d  l o c u s t  f e m u r  p r e p a r a t i o n ,  s h o w i n g  t h e  e x p o s e d  m u s c l e  bundles  o f  t h e
ET m u s c l e .  M u s c l e  b u n d l e s  32 ,  33 ,  34 a n d  I35c&d a r e  i n d i c a t e d ,
b )  D i a g r a m  o f  t h e  d i f f e r e n t  a x o n s  w h i c h  i n n e r v a t e  t h e  ET, c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  b r a n c h e d  n e r v e
v i s i b l e  i n  t h e  d i s s e c t e d  f e m u r  ( a ) .
258
w as  e x p o s e d  b y  r e m o v i n g  t h e  c u t i c l e  a n d  d i s s e c t i n g  aw ay  
t h e  o v e r l y i n g  f l e x o r  m u s c l e s  a n d  m a i n  t r a c h e a  t o  g i v e  
t h e  p r e p a r a t i o n  sh o w n  i n  F i g . 4 6 a .  T h e  m u s c l e  b u n d l e s  
w e r e  t h e n  e x t e n d e d  b y  p i n n i n g  o u t  t h e  c u t  e d g e s  o f  t h e  
c u t i c l e  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  p e r f u s e d  w i t h  s a l i n e  {ITOmM 
N a C l , lOmM KC1, 2mM € a C l 2 , lOrnM M g C l 2 , lOraM HEPES, 
a d j u s t e d  t o  p H 6 . 8  w i t h  1M NaOH, a f t e r  D u c e  & S c o t t ,
1 9 8 5 )  .
A . 3  * 3 /  I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s
I n t r a c e  11 u l a r  . r e c o r d i n g s  w e r e  m a d e  f r o m  m u s c l e  
b u n d l e s  3 2 ,  3 3 ,  34 a n d  1 3 5 c & d  u s i n g  a  g l a s s  
m i c r o e l e c t r o d e  f i l l e d  w i t h  f i l t e r e d  3M K C 1 . T h i s  
e l e c t r o d e  was  c o n n e c t e d  t o  a n  o s c i l l o s c o p e  v i a  a  v o l t a g e  
f o l l o w e r  a n d  t h e  c i r c u i t  c o m p l e t e d  w i t h  a  A g /A g C l  
i n d i f f e r e n t  e l e c t r o d e  i m m e r s e d  i n  t h e  p e r f u s i o n  b a t h .
T h i s  s i m p l e  s y s t e m  w a s  u s e d  f o r  a n  i n i t i a l  
s t u d y  w i t h  t h e  i n t e n t i o n  o f  o b s e r v i n g  m i n i a t u r e  
i n h i b i t o r y  p o s t - s y n a p t i c  p o t e n t i a l s  ( m i p p s ) , c a u s e d  by  
t h e  p a s s i v e  e n d o g e n o u s  r e l e a s e  o f  d i s c r e t e  q u a n t a  o f  
GABA. G l u t a m a t e  w i l l  a l s c  b e  r e l e a s e d  c a u s i n g  m i n i a t u r e  
e x c i t a t o r y  p o s t - s y n a p t i c  p o t e n t i a l s  a n d  s o  t h e  
p r e p a r a t i o n  w a s  p e r f u s e d  w i t h  s a l i n e  c o n t a i n i n g  ImM 
g l u t a m a t e  t o  d e s e n s i t i z e  t h e  g l u t a m a t e  r e c e p t o r s .
D e s p i t e  m a k i n g  i n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  f r o m  
m u s c l e  b u n d l e s  3 2 ,  3 3 ,  34 a n d  1 3 5 c & d ,  n o  m i p p s  w e r e  
o b s e r v e d  i n  a n y  p r e p a r a t i o n .  T h e r e f o r e  i t  w as  d e c i d e d  t o  
m e a s u r e  n e u r a l l y  e v o k e d  i n h i b i t o r y  p o s t - s y n a p t i c
2 6 0
p o t e n t i a l s  ( I P S P s ) .
A . 3  . 4 /  Ne u r a l l y  e v o k e d  I P S P s
B e c a u s e  m i p p s  c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  ET 
p r e p a r a t i o n  ( s e e  a b o v e )  a n  a t t e m p t  w a s  m a d e  t o  s t u d y  
n e u r a l l y  e v o k e d  I P S P s  w h e r e b y  a  n e r v e  c o n t a i n i n g  t h e  Cl 
i s  c u t  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  a n  e l e c t r i c  c u r r e n t ;  o n e  
s h o u l d  o b s e r v e  a  r e s p o n s e  i n  a n y  c e l l  w h i c h  i s  
i n n e r v a t e d  b y  t h a t  n e r v e .
The p r e p a r a t i o n  w as  p e r f u s e d  w i t h  s a l i n e  
c o n t a i n i n g  ImM g l u t a m a t e  a s  d e s c r i b e d  a b o v e  t o  p r e v e n t  
c o n t r a c t i o n  o f  t h e  m u s c l e  on  s t i m u l a t i o n  o f  t h e  n e r v e .  
The common i n h i b i t o r  a x o n  w as  c u t  a n d  s t i m u l a t e d  w i t h  a  
30 nA c u r r e n t  p u l s e ,  w h i l s t ,  m a k i n g  i n t r a c e l l u l a r  
r e c o r d i n g s  a s  b e f o r e  ( F i g , 4 7 )  ,  d e s p i t e  m a k i n g  r e c o r d i n g s  
f r o m  s e v e r a l  d i f f e r e n t  m u s c l e  b u n d l e s  a n d  c u t t i n g  t h e  
n e r v e  b o t h  i n  t h e  c o x a ,  w h e r e  i t  f u s e s  w i t h  t h e  a x o n s  o f  
t h e  o t h e r  n e r v e s ,  a n d  a t  s e v e r a l  d i f f e r e n t  p o i n t s  a l o n g  
i t s  l e n g t h  i n  t h e  f e m u r ,  no  I P S P s  w e r e  o b s e r v e d .
I t  w as  t h o u g h t  t h a t  t h i s  l a c k  o f  s u c c e s s  m i g h t  
b e  d u e  t o  t h e  HEPES b u f f e r  a c t i n g  a s  a  GABA a g o n i s t  
b e c a u s e  i t  i s  a n  a m i n o s u l p h o n i c  a c i d  a n d  m i g h t  m a s k  a n y  
G A B A e rg ic  r e s p o n s e s .  T h e r e f o r e  HEPES w a s  r e p l a c e d  by  10 
mM T r i s  i n  t h e  p e r f u s i o n  s a l i n e  b u t  s t i l l  n o  I P S P s  w e r e  
o b s e r v e d .  A f u r t h e r  p o s s i b i l i t y  w a s  t h a t  t h e  h i g h  
g l u t a m a t e  c o n c e n t r a t i o n  w a s  c o n n e c t e d  i n  some way w i t h  
t h e  f a i l u r e  t o  d e t e c t  I P S P s .  L a c k  o f  t i m e  p r e v e n t e d  a n y  




F i g . 47 D i a g r a m  o f  t h e  s y s t e m  f o r  m e a s u r i n g  n e u r a l l y  e v o k e d  I PS Ps  i n  m u s c l e  
b u n d l e  34 o f  t h e  l o c u s t  e x t e n s o r  t i b i a e .
1 -  G l a s s  s u c t i o n / s t i m u l a t i o n  e l e c t r o d e  ( c o n t a i n i n g  a A g / A g C l 2 w i r e )
2 -  Common i n h i b i t o r  a x o n
3 -  M u s c l e  b u n d l e  34
4 -  G l a s s  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  (3  M N aC l)
5 -  Ag/AgCl  i n d i f f e r e n t  e l e c t r o d e
2
2 6 2
t h e r e f o r e  t h e  g l u t a m a t e  was r e m o v e d  f r o m  t h e  s a l i n e  a n d  
t h e  e f f e c t s  o f  b a t h - a p p l i e d  GABA w e r e  s t u d i e d .
A . 3 . 5 /  B a t h  a p p l i c a t i o n  o f  GABA
I n t r a c e l l u l a r  r e c o r d i n g s  w e r e  m a d e  f r o m  m u s c l e  
b u n d l e  34 w h i l e  p e r f u s i n g  w i t h  s a l i n e  c o n t a i n i n g  GABA. A 
h y p e r p o l a r i  z a t i o n  w as  o b s e r v e d  o n  a p p l i c a t i o n  o f  GABA a t  
c o n c e n t r a t i o n s  > lpM ? f o r  e x a m p l e  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  
f e l l  f r o m  48mV t o  58mV o n  a p p l y i n g  1 pM GABA a n d  t h e n  
r e t u r n e d  t o  48mV a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  GABA o n  w a s h i n g .  
H o w e v e r  n o  h y p e r p o l a r i z a t i o n  was  o b s e r v e d  on  a  s e c o n d  
a p p l i c a t i o n  o f  GABA t o  t h e  sam e  p r e p a r a t i o n .  T h i s  was  a 
c o n s i s t e n t  e f f e c t  d e s p i t e  e x t e n s i v e  w a s h i n g  o r  u s i n g  
s e q u e n t i a l l y  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA. I t  i s  know n 
t h a t  l o c u s t  m u s c l e  GABA r e c e p t o r s  a r e  n o t  d e s e n s i t i z e d  
b y  e x p o s u r e  t o  GABA < U s h e rw o o d . r 19 7 5 ) *  T h e  l a c k  o f  
h y p e r p o l a r i z a t i o n  o f  t h e  m u s c l e  o n  a  s e c o n d  a p p l i c a t i o n  
o f  GABA may p o s s i b l y  b e  d u e  t o  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  i n  
t h e s e  m u s c l e  c e l l s  b e i n g  v e r y  c l o s e  t o  t h e  e q u i l i b r i u m  
p o t e n t i a l  f o r  c h l o r i d e  i o n s  T h e r e f o r e  on
a p p l i c a t i o n  o f  GABA, G A B A -g a te d  c h l o r i d e  c h a n n e l s  o p e n  
a n d  t h e  c e l l  h y p e r p o l a r i z e s  d u e  t o  t h e  i n f l u x  o f  
c h l o r i d e  i o n s  i n t o  t h e  c e l l .  The  c h l o r i d e  i o n  
c o n c e n t r a t i o n ,  h o w e v e r ,  h a s  now e q u i l i b r a t e d .  T h e r e f o r e ,  
o n  a  s e c o n d  a p p l i c a t i o n  o f  GABA, t h o u g h  t h e  c h l o r i d e  
c h a n n e l s  o p e n ,  t h e r e  i s  no  o b s e r v e d  c h a n g e  i n  m e m b r a n e  
p o t e n t i a l .  H o w e v e r  t h e r e  s h o u l d  s t i l l  b e  a n  a c c o m p a n y i n g  
c h a n g e  i n  t h e  r e s i s t a n c e  o f  t h e  m e m b r a n e  a n d  i t  i s
2 6 3
p o s s i b l e  t o  m e a s u r e  t h i s  i n  a d d i t i o n  t o  t h e  m e m b r a n e  
p o t e n t i a l .
A .3.- 6 /  R e s i s t a n c e  c h a n g e s  c a u s e d  b y  c o n s t a n t  c u r r e n t  
i n j e c t i o n
A s i n g l e  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  w as  u s e d  t o  
r e c o r d  f r o m  m u s c l e  b u n d l e  34 a n d  c o n s t a n t ,  c u r r e n t  p u l s e s  
o f  30nA  w e r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  c e l l  w i t b  t h e  same 
e l e c t r o d e .  The  r e s u l t i n g  r e s i s t a n c e  c h a n g e s  w e r e  
r e c o r d e d  a n d  t h e  e f f e c t s  o f  GABA a n d  o t h e r  d r u g s  on 
t h e s e  r e s i s t a n c e  c h a n g e s  w e r e  i n v e s t i g a t e d _
I n i t i a l l y  t h e  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  3 
M KC1 a n d  G A B A e rg ic  r e s p o n s e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h i s  
p r e p a r a t i o n  ( F i g s . 4 8 - 5 0 )  . Some c e l l s  r e s p o n d e d  t o  GABA 
a t  1 piM w h i l e  o t h e r s  o n l y  r e s p o n d e d  t o  Q u l  mM GABA 
( F i g . 4 8 ) .  M u s c i m o l  a c t e d  a s  a  GABA m i m e t i c  t h o u g h  t h e  
e f f e c t s  o f  m u s c i m o l  t o o k  l o n g e r  t o  w a s h  o f f  t h a n  t h o s e  
o f  GABA ( F i g s . 48&49 ) . P i c r o t o x i n  (1  mM, F i g  ^ 4 9 )  a n d  
d i a z e p a m  ( 0 . 1  mM, F i g . 50 )  h a d  no  s i g n i f i c a n t  e f f e c t s  on  
t h e  r e s p o n s e s  o f  t h e  c e l l s  s t u d i e d  t o  1 mfr GABA. 
B i c u c u l l i n e  ( 0 . 1  mM) c a u s e d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  c h a n g e  
i n  r e s i s t a n c e  a n d  d e l a y e d  t h e  r e s p o n s e  t o  0 . 1  mM GABA 
( F i g . 5 0 ) .  T h r o u g h o u t  t h e  w o r k  u s i n g  a  KC1 r e c o r d i n g  
e l e c t r o d e  a  c o n s i s t e n t  f e a t u r e  o f  t h e  o b s e r v e d  GABA 
r e p o n s e s  w as  t h a t  w h i l e  GABA c a u s e d  a  c h a n g e  i n  m e m b r a n e  
r e s i s t a n c e  t h i s  was  a c c o m p a n i e d  b y  a  d e p o l a r i z a t i o n  
r a t h e r  t h a n  t h e  h y p e r p o l a r i z a t i o n  t h a t  o n e  w o u l d  e x p e c t .  
A p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  o f  t h i s  i s  t h a t  t h e  f i b r e s  w e r e
F i g . 4 8 The r e s p o n s e s  o f  tw o  c e l l s  ( I  & I I )  
i n  m u s c l e  b u n d l e  34 t o  i n c r e a s i n g  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA (50  p i  v o l u m e )  a n d  
a l s o  t o  m u s c i m o l .  The r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  
c o n t a i n e d  3 M KC1.
( i)  E =5 7mV
10 M GABA MUSCIMOL
( l l ) E  *=53mV '  m mmmi
20mV
10 5M GABA - 410 M GABA 10 3M GABA I m in
ro
05Ol
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F i g . 49 The r e s p o n s e s  of  two c e l l s  (I & I I )  i n  musc l e  
bundl e  34 t o  GABA, musc imol  and p i c r o t o x i n  (50 pi  
v o l u m e ) .  The r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  3 M KCl .
2 6 7
F i g »50 The  r e s p o n s e s  o f  a  s i n g l e  c e l l  i n  
m u s c l e  b u n d l e  34 t o  GABA (50  p i  v o l u m e )  i n  
t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  d i a z e p a m  a n d  
b i c u c u l l i n e .  A c o n t r o l  s h o w s  t h e  e f f e c t  o f  
1% e t h a n o l  w h i c h  was  t h e  e t h a n o l  
c o n c e n t r a t i o n  o f  s a m p l e s  c o n t a i n i n g  d i a z e p a m  
a n d  b i c u c u l l i n e .  The  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  
c o n t a i n e d  3 M K C1.









+ O.ImM BIC .
20m V
I  m in
1% ETHANOL
E =5 3mV m
b e c o m i n g  l o a d e d  w i t h  c h l o r i d e ,  i n  p a r t  f r o m  t h e  h i g h  KC1 
c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  e l e c t r o d e  i n s i d e  t h e  c e l l .  H e n c e  
w h e n  G A B A e r g i c  c h l o r i d e  c h a n n e l s  w e r e  o p e n e d ,  c h l o r i d e  
f l o w e d  o u t  o f *  r a t h e r  t h a n  i n t o ,  t h e  c e l l ,  c a u s i n g  a  
d e p o l a r i z a t i o n  r a t h e r  t h a n  a  h y p e r p o l a r i z a t i o n .  One way 
o f  r e d u c i n g  t h i s  e f f e c t  i s  t o  u s e  a  n o n - c h l o r i d e  
e l e c t r o l y t e .  T h e r e f o r e  i n  a l l  s u b s e q u e n t  e x p e r i m e n t s  2 M 
p o t a s s i u m  a c e t a t e  w a s  u s e d  i n  t h e  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e .
On c h a n g i n g  t h e  e l e c t r o l y t e  f r o m  KC1 t o  
p o t a s s i u m  a c e t a t e  ( F i g s . 51 -56 .)  , t h o u g h  d e p o l a r i z a t i o n s  
w e r e  s t i l l  o b s e r v e d  i n  some c e l l s  i n  r e s p o n s e  t o  GAEA 
( F i g . 5 4 ) ,  o t h e r  c e l l s  s h o w e d  e i t h e r  a  h y p e r p o l a r i z a t i o n  
( F i g .  5 5 )  o r  n o  c h a n g e  i n  m e m b r a n e  p o t e n t i a l  ( F i g .  5 2 ) .  I n  
some e x p e r i m e n t s  GABA was  a p p l i e d  d i r e c t l y  (5 0  p i )  by  
p i p e t t e  r a t h e r  t h a n  b y  p e r f u s i o n  b u t  w h e n  t h e s e  tw o  
m e t h o d s  o f  a p p l i c a t i o n  w e r e  c o m p a r e d  i n  t h e  same c e l l  
t h e r e  w as  no  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i n  t h e  r e s p o n s e s  
( F i g . 5 1 ) .  M u s c i m o l  (1  mM) c a u s e d  t h e  sam e  r e d u c t i o n  i n  
r e s i s t a n c e  c h a n g e  a s  1 mM GA.BA a n d  t h e  e f f e c t  t o o k  
l o n g e r  t o  w a s h  o u t  t h a n  t h a t  o f  GABA, a s  w a s  o b s e r v e d  
u s i n g  t h e  KC1 e l e c t r o d e .  F u r t h e r m o r e  GABA a n d  m u s c i m o l  
a p p e a r  t o  b e  a c t i n g  on  t h e  same c h a n n e l s  b e c a u s e  
p e r f u s i o n  o f  t h e  m u s c l e  w i t h  1 mM m u s c i m o l  i m m e d i a t e l y  
a f t e r  p e r f u s i o n  w i t h  1 mM GABA d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n y  
a d d i t i o n a l  c h a n g e  i n  r e s i s t a n c e  ( F i g . 5 2 ) .
I s o g u v a c i n e  a n d  3 - a m i n o p r o p a n e  s u l p h o n a t e  
(3A PS )  a r e  p o t e n t  m a m m a l i a n  c e n t r a l  GABA a g o n i s t s  
( G r e e n l e e  e t  a l . ,  19 7 8 b ;  W i l l i a m s  & R i s l e y ,  19 79 ) .  A
c e l l  w h i c h  d e p o l a r i z e d  i n  r e s p o n s e  t o  1 mM GABA a l s o  
d e p o l a r i z e d  i n  r e s p o n s e  t o  1 mM i s o g u v a c i n e  b u t  3APS 
c a u s e d  a  h y p e r p o l a r i z a t i o n .  F o l l o w i n g  t h e  a d d i t i o n  o f  1 
mM i s o g u v a c i n e ,  1 mM GABA o n l y  g a v e  a  s l i g h t  a d d i t i o n a l  
d e p o l a r i z a t i o n  b u t  3APS s t i l l  c a u s e d  a
h y p e r p o l a r i z a t i o n .  F u r t h e r m o r e ,  f o l l o w i n g  a  3 A P S - i n d u c e d  
h y p e r p o l a r i z a t i o n ,  1 mM GABA s t i l l  p r o d u c e d  a  f u l l  
d e p o l a r i z a t i o n  a n d  1 mM i s o g u v a c i n e  d i d  n o t  c a u s e  a n y  
f u r t h e r  d e p o l a r i z a t i o n  ( F i g . 5 3 ) ^  T h e r e f o r e  i t  a p p e a r s  
t h a t  i s o g u v a c i n e  a c t s  on t h e  sam e  c h a n n e l s  a s  GABA b u t  
t h a t  3APS d o e s  n o t .
No c o n s i s t e n t  e f f e c t s  on  GABA r e s p o n s e s  w e r e  
o b s e r v e d  w i t h  d i a z e p a m .  D i a z e p a m  a l o n e  c a u s e d  a s l i g h t  
h y p e r p o l a r i z a t i o n  b u t  t h i s  w as  a l s o  o b t a i n e d  w i t h  e t h a n o l  
a t  t h e  same c o n c e n t r a t i o n  a s  i n  t h e  d i a z e p a m .  The  o n l y  
o b s e r v e d  e f f e c t  o f  d i a z e p a m  w a s  t h a t  f o l l o w i n g  t h e  
d e p o l a r i z a t i o n  a n d  r e d u c t i o n  i n  r e s i s t a n c e  c a u s e d  b y  0 . 1  
mM GABA i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 1  mM d i a z e p a m  t h e  c e l l  t o o k  
l o n g e r  t o  r e t u r n  t o  i t s  r e s t i n g  s t a t e  t h a n  w hen  e x p o s e d  
t o  GABA a l o n e .  A l s o  o n  some o c c a s i o n s  a n  a d d i t i o n a l  
d e p o l a r i z a t i o n  w as  o b s e r v e d  on w a s h i n g  o f f  t h e  GABA a n d  
d i a z e p a m  ( F i g .  5 4 ) .
W h e t h e r  a  c e l l  r e s p o n d e d  t o  GABA by  
d e p o l a r i z i n g  o r  by  h y p e r p o l a r i z i n g , t h e  r e s p o n s e  w as  
r e d u c e d  by  1 mM b i c u c u l l i n e  m e t h i o d i d e  ( F i g . 5 5 ) .  The  
e f f e c t  o f  1 mM GABA w as  c o m p l e t e l y  b l o c k e d  by  0 . 5  mM 
p i c r o t o x i n  i n  some c e l l s  ( F i g . 5 6 ) ,  a n d  w hen  t h i s  
o c c u r r e d  no f u r t h e r  G A B A erg ic  r e s p o n s e s  c o u l d  b e
271
o b t a i n e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  f o l l o w i n g  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  
p i c r o t o x i n ,  d e s p i t e  e x t e n s i v e  w a s h i n g ,  i m p l y i n g  t h a t  t h e  
e f f e c t  o f  p i c r o t o x i n  i s  i r r e v e r s i b l e .
2 7 2
F i g . 51 The  r e s p o n s e s  o f  a  s i n g l e  c e l l  i n  
m u s c l e  b u n d l e  34 t o  1 mM GABA e i t h e r  b a t h  
a p p l i e d  f o r  t h e  d u r a t i o n  s h o w n  ( t o p  t r a c e )  
o r  a s  a  50 j j l  v o l u m e  ( b o t t o m  t r a c e ) .  The  
r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  2 M p o t a s s i u m  
a c e t a t e .
i hh; Hsii ilsis
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F i g .5 2  The r e s p o n s e s  o f  a s i n g l e  c e l l  i n  m u sc le  bundle  
34 t o  GABA and muscimol  ba th  a p p l i e d  a s  i n d i c a t e d .  The 
r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  2 M p o t a s s i u m  a c e t a t e .
2 7 5
F i g . 53 The  r e s p o n s e s  o f  a  s i n g l e  c e l l  i n  
m u s c l e  b u n d l e  34 t o  GABA, i s o g x i v a c i n e  a n d  
3APS a p p l i e d  a s  50 p i  v o l u m e s .  The r e c o r d i n g  
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E =5 7mV m
F i g . 5 4  The  r e s p o n s e s  o f  a  s i n g l e  c e l l  i n  
m u s c l e  b u n d l e  34 t o  GABft i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  
a b s e n c e  o f  d i a z e p a m  b a t h  a p p l i e d  a s  
i n d i c a t e d .  The  r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  
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F i g . 5 5  The  r e s p o n s e s  o f  t h r e e  c e l l s  ( I ,  I I  & 
I I I )  i n  m u s c l e  b u n d l e  34 t o  GABA i n  t h e  
p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  b i c u c u l l i n e  
m e t h i o d i d e  b a t h  a p p l i e d  a s  i n d i c a t e d .  The  
r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  2 M p o t a s s i u m  
a c e t a t e .
2 8 0
( I )  E = 70mV m
ImM GABA
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+ O . 5mM PTX
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F i g . 5 6 The r e s p o n s e s  o f  a s i n g l e  c e l l  in  m u sc le  bu ndle  
34 t o  GABA and p i c r o t o x i n  bath  a p p l i e d  as  i n d i c a t e d .  The 
r e c o r d i n g  e l e c t r o d e  c o n t a i n e d  2 M p o t a s s i u m  a c e t a t e .
2 8 3
(19 7 4 ) .  T h e s e  w o r k e r s  e x t r a c t e d  a  p r o t e o l i p i d  f r o m  
s h r i m p  m u s c l e  t h a t  b o u n d  [ ^ 4 CJGABA w i t h  a  KD o f  8 x 1 0 ” ^
M. A t  1 0 ‘ 4 M; b i c u c u l l i n e  w a s  t h e  m o s t  p o t e n t  d i s p l a c i n g
_4
l i g a n d  w h i l e  p i c r o t o x m  (10  M) a n d  t h e  m a m m a l i a n  GABA
- 4a g o n i s t ,  m u s c i m o l  ( 4 x 1 0  ) w e r e  e q u a l l y  p o t e n t .  H o w e v e r
s u c h  p r o t e o l i p i d s  a r e  d i f f i c u l t  t o  w o r k  w i t h  a n d  no 
f u r t h e r  w o r k  h a s  b e e n  p u b l i s h e d  i n  t h i s  a r e a .
The f i r s t  i n v e r t e b r a t e  b i n d i n g  s t u d i e s  on 
p u t a t i v e  GABA r e c e p t o r s  w e r e  p e r f o r m e d  i n  c r a y f i s h  
m u s c l e  b y  O l s e n  e t  a l .  (19 78)  who d e m o n s t r a t e d  s p e c i J : i c
3
b i n d i n g  o f  [ H J d i h y d r o p i c r o t o x i n  a n d  t h e  sam e  w o r k e r s
w e n t  o n  t o  d e m o n s t r a t e  s p e c i f i c ,  s a t u r a b l e
Na+- i n d e p e n d a n t  b i n d i n g  o f  [ ^ H j m u s c i m o l  (K^ 9 nM) i n  t h e
3
same t i s s u e  ( M e i n e r s  e t  a l . ,  19 7 9 ) .  The  [ H l m u s c i m o l  
b i n d i n g  w a s  s e n s i t i v e  t o  3APS, i s o g u v a c i n e  a n d  GABA, b u t  
n o t  p i c r o t o x i n  w h i l e  t h e  [ ] d i h y d r o p i c r o t o x i n  b i n d i n g  
w a s  u n a f f e c t e d  b y  GABA. The  a u t h o r s  s u g g e s t  t h a t  t h i s  i s  
c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  i d e a  t h a t  p i c r o t o x i n  b l o c k s  GABA 
s y n a p t i c  r e s p o n s e s  a t  a  s i t e  d i s t i n c t  f r o m  t h e  GABA 
r e c e p t o r  a n d  p o s s i b l y  i n v o l v i n g  t h e  c h l o r i d e  i o n  
c h a n n e l .
I t  w a s  n o t  u n t i l  198 3  t h a t  a  s i m i l a r  b i n d i n g  
a c t i v i t y  w as  r e p o r t e d  i n  i n s e c t  t i s s u e .  A b a l i s  e t  a l .
(19 8 3 )  d e t e c t e d  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  b e n z o d i a z e p i n e
3
( H ] f l u n i t r a z e p a m  (FNZP) t o  h o u s e f l y  t h o r a c i c  m e m b r a n e s
( t h o u g h  t h e y  c o u l d  n o t  d e t e c t  GABA o r  m u s c i m o l  b i n d i n g
i n  t h e  sam e  p r e p a r a t i o n s ) .  T h i s  b i n d i n g  w as  e n h a n c e d  by
— 8GABA i n  a  d o s e - d e p e n d e n t  m a n n e r ,  o p t i m a l  a t  10 M GABA,
2 8 4
w h i c h  i n  t u r n  was  b l o c k e d  by  t h e  GABA a n t a g o n i s t ,
- 5b i c u c u l l i n e  a t  1 . 7 x 1 0  M. T h o u g h  t h i s  p r e p a r a t i o n  w o u l d
c o n t a i n  a  p r o p o r t i o n  o f  t h o r a c i c  g a n g l i o n i c  m e m b r a n e s ,
t h e  a u t h o r s  a t t r i b u t e  t h e  o b s e r v e d  b i n d i n g  t o  m u s c l e
m e m b r a n e s .  M o r e  r e c e n t l y ,  u s i n g  m e m b r a n e s  p r e p a r e d  f r o m
t h e  w h o l e  t h o r a x  a n d  a b d o m e n  o f  t h e  h o u s e f l y ,  C o h e n  &
C a s i d a  ( 1 9 8 6 )  h a v e  r e p o r t e d  t h e  h i g h  a f f i n i t y  b i n d i n g
3 5(Kp 2 1 0  nM) o f  t h e  c a g e  c o n v u l s a n t  [ S ] T B P S .  W o r k i n g  
3 5w i t h  2 nM [ S J T B P S ,  p i c r o t o x i m n  i s  n o t  v e r y  p o t e n t  i n
d i s p l a c i n g  t h e  l i g a n d  ( I C j- q 328  pM) w h i l e  t h e  I C ^ s  f o r
d i s p l a c e m e n t  by  d i a z e p a m  a n d  t h e  b a r b i t u r a t e ,
p e n t o b a r b i t a l ,  a r e  15  a n d  12 5 ^M r e s p e c t i v e l y .  The  
3 5b i n d i n g  o f  [ SJTBPS a t  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  w a s  e n h a n c e d
b y  GABA ( 1 - 1 0 0  piM) b u t  a s  t h e  ( ^ S J T B P S  c o n c e n t r a t i o n  w a s
i n c r e a s e d  t h e  e f f e c t  d i s a p p e a r e d .  T h i s  c o u l d  p o s s i b l y
3 5r e s u l t  f r o m  a  h e t e r o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  [ SJTBPS 
b i n d i n g  s i t e s  i n  t h e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  ( w h i c h  i s  f r o m  
a  v e r y  h e t e r o g e n e o u s  t i s s u e  s o u r c e  a n d  w o u l d  p o s s e s s  
b o t h  m u s c l e  a n d  n e u r o n a l  m e m b r a n e s ) ,  o n l y  o n e  o f  w h i c h  
i s  a f f e c t e d  b y  GABA. T h o u g h  t h e  GABA l i n k a g e  d e s c r i b e d  
i n  t h i s  s t u d y  i s  i n t e r e s t i n g ,  s u c h  w o rk  s h o u l d  p e r h a p s
be  v i e w e d  c a r e f u l l y  i n  t h e  l i g h t  o f  t h e  r e p o r t  o f  A b a l i s
3 5e t  a l .  (19  8 5 a )  t h a t  T o r p e d o  e l e c t r o p l a x  b i n d  [ SJTBPS 
e v e n  t h o u g h  t h e y  a r e  know n n o t  t o  p o s s e s s  a n y  GABA 
r e c e p t o r s .
I n  s h o r t ,  t h e r e  i s  a m p l e  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  
e v i d e n c e  t h a t  i n s e c t  l e g  m u s c l e s  p o s s e s s  GABA r e c e p t o r s  
t h o u g h  i t  i s  n o t  know n w h e t h e r  t h e s e  r e c e p t o r s  a r e  a s
c o m p l e x  a s  t h e i r  m a m m a l i a n  c e n t r a l  GABA^ c o u n t e r p a r t s  
( U s h e r w o o d ,  19 7 8 ) .  We a l s o  h a v e  b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e  f o r  
t h e  p r e s e n c e  o f  GABA r e c e p t o r s  on  t h e  t a i l  m u s c l e  o f  
a n o t h e r  a r t h r o p o d ,  t h e  c r a y f i s h  ( O l s e n  e t  a l . ,  19 78 ;  
M e i n e r s  e t  a l . ,  19 79 ) .  H o w e v e r ,  f o r  r e a s o n s  o f  
a v a i l a b i l i t y  o f  t i s s u e ,  t h e  o n l y  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  on  
i n s e c t  m u s c l e  GABA r e c e p t o r s  h a v e  b e e n  d o n e  o n  w h o l e  
h o u s e f l y  t h o r a c i c  a n d  a b d o m i n a l  p r e p a r a t i o n s ,  w h i c h  a r e  
n o t  k n o w n  t o  h a v e  a n y  G A B A erg ic  i n n e r v a t i o n .  T h o u g h  
t h e s e  t i s s u e s  d o  n o t  e x h i b i t  GABA o r  m u s c i m o l  b i n d i n g ,  
we h a v e  s e c o n d a r y  e v i d e n c e  f o r  G A B A e rg ic  a c t i v i t y  by  t h e  
p r e s e n c e  o f  G A B A - l i n k e d  b e n z o d i a z e p i n e  ( A b a l i s  e t  a l . ,  
198 3  ) a n d  c a g e - c o n v u l s a n t  ( C o h e n  & C a s i d a ,  1 9 8 5 )  b i n d i n g  
a c t i v i t i e s .
3 3B e c a u s e  [ H j m u s c i m o l  a n d  [ HjFNZP b i n d i n g
a s s a y s  h a d  b e e n  d e v e l o p e d  f o r  l o c u s t  c e n t r a l  n e r v o u s
t i s s u e  ( C h a p t e r  2) , i t  was  d e c i d e d  t o  m e a s u r e  t h e
b i n d i n g  o f  t h e s e  l i g a n d s  t o  a  l o c u s t  m u s c l e  p r e p a r a t i o n .
The  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  u s e d  f o r  t h e s e  s t u d i e s  i s
c o m p a r a b l e  w i t h  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  A b a l i s  e t  a l . ( 1 9 8 3 )
who u s e d  w h o l e  h o u s e f l y  t h o r a x .
A b a l i s  e t  a l .  (19  8 3 )  c o u l d  n o t  d e t e c t  [^HJGABA
3
o r  I H j m u s c i m o l  b i n d i n g  i n  h o u s e f l y  t h o r a c i c  m e m b r a n e s .  
U s i n g  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  m e m b r a n e s ,  t h e  s p e c i f i c
3
b i n d i n g  o f  [ H j m u s c i m o l  w a s  o n l y  5% o f  t h e  t o t a l  b i n d i n g  
( F i g . 4 4 )  a n d  i f  t h i s  b i n d i n g  i s  r e a l ,  a n y  GABA r e c e p t o r s  
o n  t h e s e  m u s c l e s  h a v e  a  v e r y  l o w  a f f i n i t y  f o r
3
[ H j m u s c i m o l .  C l e a r l y  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e  m e m b r a n e s  d o
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3n o t  e x h i b i t  h i g h  a f f i n i t y  [ H f m u s c i m o l  b i n d i n g  
c o m p a r a b l e  w i t h  l o c u s t  c e n t r a l  n e r v o u s  t i s s u e  ( c h a p t e r  
2)  . H o w e v e r  t h e  same m u s c l e  m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n  d i d
3
e x h i b i t  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  [ H]FNZP a n d  t h e  o r d e r  o f  
p o t e n c y  o f  t h e  l i g a n d s  t e s t e d  i n  d i s p l a c i n g  t h i s  b i n d i n g  
( T a b l e  1 8 )  w a s  t h e  sam e  a s  r e p o r t e d  b y  A b a l i s  e t  a l . 
1 1 9 8 3 ) ,  t h o u g h  t h e y  w e r e  a l l  m o r e  p o t e n t ,  a n d  i n d e e d  t h e
3
a c t u a l  p o t e n c i e s  o f  t h e  l i g a n d s  i n  d i s p l a c i n g  [ H J F N Z P  
b i n d i n g  f r o m  l o c u s t  m u s c l e  m e m b r a n e s  a r e  m o r e  s i m i l a r  t o
3
L o c u s t  g a n g l i o n i c  [ H]FNZP b i n d i n g  ( 2 . 3 . 2 . 5 . 5 )  t h a n  t h e  
h o u s e f l y  b i n d i n g  ( A b a l i s  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  The  b i n d i n g  o f  
I ^ H jF N Z P  i n  a l l  t h r e e  o f  t h e s e  t i s s u e s  i s  s i m i l a r  i n  
b e i n g  m o r e  p o t e n t l y  d i s p l a c e d  b y  t h e  m a m m a l i a n  
p e r i p h e r a l  b e n z o d i a z e p i n e ,  R o 5 - 4 8  6 4 ,  t h a n  by  t h e  c e n t r a l  
l i g a n d ,  c l o n a z e p a m .  I n t e r e s t i n g l y ,  w h e r e a s  i t  i s  
n e c e s s a r y  t o  a d d  C a C ^  t o  l o c u s t  g a n g l i o n c  m e m b r a n e s  t o  
o b t a i n  m a x i m a l  ["^HjFNZP b i n d i n g  ( 2 . 3 . 2 . 3 ) ,  t h e  a d d i t i o n  
o f  C a C l  2  a n d  M g C ^  i n  p l a c e  o f  1 mM EGTA t o  l o c u s t  
m u s c l e  m e m b r a n e s  d i d  n o t  r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  i n  
b i n d i n g  a n d  i n d e e d  t h e  l e v e l  o f  b i n d i n g  b e c a m e  m o r e  
v a r i a b l e .  The  c o n c e n t r a t i o n  o f  c a l c i u m  i n  t h e  m u s c l e  a n d  
t h e  m e m b r a n e s  p r e p a r e d  f r o m  i t  w as  v e r y  s i m i l a r  ( F i g . 45 )  
i m p l y i n g  l i t t l e  o f  t h e  c a l c i u m  i s  r e m o v e d  d u r i n g  t h e  
m e m b r a n e  p r e p a r a t i o n .  H o w e v e r  a n y  f r e e  c a l c i u m  w o u l d  b e  
c h e l a t e d  b y  t h e  EGTA a n d  t h e r e f o r e  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  
m u s c l e  [ H J F N Z P  b i n d i n g  may d i f f e r  i n  i t s  i o n i c  
r e q u i r e m e n t s  f r o m  t h e  g a n g l i o n i c  b i n d i n g .  E v i d e n t l y  
b e n z o d i a z e p i n e s  d o  b i n d  t o  l o c u s t  f l i g h t  m u s c l e ,  b u t  t h e
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o n l y  e v i d e n c e ,  t o  d a t e ,  t h a t  t h i s  i s  l i n k e d  t o  G A B A erg ic  
a c t i v i t y ^  i s  t h a t  o f  A b a l i s  e t  a l . ( 1 9 8 3 ) ,  a s  we h a v e  n o  
e v i d e n c e  f o r  m u s c i m o l  b i n d i n g  a c t i v i t y  i n  t h e  same 
t i s s u e ,
An e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  s t u d y  w a s  m a d e  on  t h e  
e x t e n s o r  t i b i a e  o f  t h e  l o c u s t  f e m u r ,  w h i c h  i s  k n o w n  t o  
p o s s e s s  GABA r e c e p t o r s .  The p r i n c i p a l  p r o b l e m  w h i c h  w a s  
e n c o u n t e r e d  w a s  t h a t  o f  b e i n g  c l o s e  t o  t h e  m e m b r a n e
p o t e n t i a l ,  a s  d i s c u s s e d  i n  t h e  r e s u l t s  s e c t i o n ,  w i t h  t h e  
r e s u l t  t h a t  f o l l o w i n g  a  s i n g l e  G A B A - i n d u c e d  
h y p e r p o l a r i z a t i o n ,  n o  f u r t h e r  G A B A -evoked  c h a n g e s  c o u l d  
b e  d e t e c t e d  i n  t h e  m e m b r a n e  p o t e n t i a l .  As a  r e s u l t  i t  
w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  u s e  t h e  t e c h n i q u e  o f  i o n t o p h o r e s i s  
b e c a u s e  i t  w a s  t h o u g h t  t h a t  t h e  same p r o b l e m  w o u l d  
a r i s e ,  a n d  t h e r e f o r e  i t  w as  n e c e s s a r y  t o  m e a s u r e  
r e s i s t a n c e  c h a n g e s  a c r o s s  t h e  m u s c l e  m e m b r a n e  i n  
r e s p o n s e  t o  b a t h  a p p l i e d  GABA. O n c e  t h i s  s y s t e m  w a s  s e t  
u p  GA.BAergic r e s p o n s e s  w e r e  o b s e r v e d  i n  m u s c l e  b u n d l e  34 
o f  t h e  e x t e n s o r  t i b i a e  a n d  i t  w as  p o s s i b l e  t o  m a k e  a 
p r e l i m i n a r y  s t u d y  o f  t h e  p h a r m a c o l o g y  o f  t h e s e  
r e s p o n s e s .
The GABA r e s p o n s e s  w e r e  m i m i c k e d  b y  b o t h
3
m u s c i m o l  a n d  i s o g u v a c i n e .  The b i n d i n g  o f  [ HjFNZP t o  
h o u s e E ly  t h o r a c i c  m e m b r a n e s  d e s c r i b e d  b y  A b a l i s  e t  a l .
(19 8 3 )  w a s  e n h a n c e d  by  m u s c i m o l  a n d  i s o g u v a c i n e  w h i l e  
3APS w as  i n a c t i v e ,  w h e r e a s  t h e  b i n d i n g  o f  [ H j m u s c i m o l  
t o  c r a y f i s h  m u s c l e  ( M e i n e r s  e t  a l . ,  19 79)  i s  s e n s i t v e  t o  
GABA, i s o g u v a c i n e  a n d  3APS. N e i t h e r  m u s c i m o l  o r  3APS h a d
28 8
3 5a n y  e f f e c t  a n  t h e  b i n d i n g  o f  [ S ]T B P S  t o  h o u s e f l y  
m e m b r a n e s  ( C o h e n  & C a s i d a ,  1 9 8 5 ) .  3APS d i d  a f f e c t  t h e  
l o c u s t :  m u s c l e  b u t  t h e s e  e f f e c t s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  b e  
r e l a t e d  t o  e f f e c t s  m e d i a t e d  by  GABA. F u r t h e r m o r e ,  GABA 
a n d  i s o g u v a c i n e  c a u s e d  a  d e p o l a r i z a t i o n  w h i l e  3APS 
c a u s e d  a  h y p e r p o l a r i z a t i o n  a n d  s i n c e  t h e  r a t i o n a l e  f o r  a  
G A B A e r g i c  d e p o l a r i  z a t i o n  i s  l o a d i n g  o f  t h e  m u s c l e  w i t h  
c h l o r i d e  i o n s *  i t  may b e  t h a t  3APS w a s  n o t  a c t i n g  on 
c h l o r i d e  c h a n n e l s .
B i c u c u l l i n e  a l w a y s  a f f e c t e d  t h e  l o c u s t  ET GABA 
r e s p o n s e s ,  i n  a g r e e m e n t  w i t h  U s h e r w o o d  & C u l l - C a n d y  
(19 7 5 ) .  M o r e  r e c e n t l y  C h a l m e r s  e t  a l .  (19  8 5 )  h a v e  
r e p o r t e d  t h a t  G A B A -evoked  r e s p o n s e s  i n  c r a y f i s h  d a c t y l  
a b d u c t o r  m u s c l e  a r e  r e d u c e d  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  0 . 1  mM 
b i c u c u l l i n e ,  t h o u g h  t h e  I C ^ q f o r  b i c u c u l l i n e  w a s  o n l y  3
3
mM i n  t h e  I H j m u s c i m o l  b i n d i n g  s t u d y  o f  M e i n e r s  e t  a l .
(19 79 ) i n  c r a y f i s h  m u s c l e .  H o w e v e r  i t  i s  w i d e l y  a c c e p t e d  
t h a t  i n s e c t  m u s c l e  GABA r e c e p t o r s  a r e  s e n s i t i v e  t o  
b i c u c u l l i n e  ( U s h e r w o o d ,  19 78) a n d  i n  t h i s  r e s p e c t  t h e y  
s eem  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  i n s e c t  c e n t r a l  GABA r e c e p t o r s ,  
a s  d i s c u s s e d  i n  c h a p t e r  2 .
P i c r o t o x i n  c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e  GABA 
r e s p o n s e  i n  some ET c e l l s ,  w h i l e  o t h e r  c e l l s  e x h i b i t e d  
GABA r e s p o n s e s  w h i c h  w e r e  i n s e n s i t i v e  t o  p i c r o t o x i n .  A 
p r o b l e m  i n  a s s e s s i n g  t h e s e  d a t a  i s  t h a t  h i g h  
c o n c e n t r a t i o n s  o f  GABA h a d  t o  b e  u s e d  i n  some c e l l s  a n d  
i t  i s  p o s s i b l e  t h a t  t h e s e  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  t o o  h i g h  
t o  s e e  a n y  b l o c k  by  p i c r o t o x i n .  H o w e v e r ,  0 . 5  mM
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p i c r o t o x i n  c o m p l e t e l y  b l o c k e d  t h e  r e s p o n s e  o f  som e  c e l l s  t o  
ImM GABA w h e r e a s  ImM p i c r o t o x i n  h a d  no  e f f e c t  o n  t h e  
r e s p o n s e s  o f  o t h e r  c e l l s  t o  ImM GABA. Thus  t h e  (ABA 
r e c e p t o r s  o n  t h e  m u s c l e  c e l l s  a p p e a r  t o  be h e t e r o g e n e o u s  
w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  s e n s i t i v i t y  t o  p i c r o t o x i n ,  i n  
a g r e e m e n t  w i t h  p r e v i o u s  w o r k e r s  ( U s h e r w o o d ,  1 9 7  8) .
No c o n s i s t e n t  e f f e c t  o n  G A E A -e v o k e d  r e s p o n s e s  w a s  
o b s e r v e d  w i t h  t h e  b e n z o d i a z e p i n e ,  d i a z e p a m .  T h i s  a g a i n  i s  
n o t  c o n c l u s i v e  b e c a u s e  o f  t h e  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  o f  GAEA 
t h a t  w e r e  u s e d ;  t h e r e  i s  a  p o s s i b i l i t y  t h a t  a t  l o w e r  
( n o n - s a  t u r a  t i  n g ) GABA c o n c e n t r a t i o n s  a n  e f f e c t  o f  d i a z e p a m  
w o u l d  be s e e n .  H o w e v e r  no e v i d e n c e  w a s  o b t a i n e d  i n  t h i s  
s t u d y  f o r  t h e  GAEA r e c e p t o r s  o n  l o c u s t  ET m u s c l e  b e i n g  
l i n k e d  t o  b e n z o d i a z e p i n e  r e c e p t o r s .
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  e x t e n s o r  t i b i a e  m u s d L e  h a s  b e e n  
s h o w n ,  e l e c t r o p h y s i o l o g i  c a l l y ,  t o  p o s s e s s  GAEA r e c e p t o r s  
w h i c h  a r e  s e n s i t i v e  t o  m u s c i m o l ,  i s o g u v a c i n e  a n d  
b i c u c u l l i n e .  A p r o p o r t i o n  o f  t h e  r e c e p t o r s  a r e  b l o c k e d  by 
p i c r o t o x i n ,  w h i l e  3APS d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a c t  v i a  (ABA 
r e c e p t o r s .  C a u t i o n  m u s t  be e x e r c i s e d  i n  i n t e r p r e t i n g  t h e s e  
d a t a ,  t h o u g h ,  b e c a u s e  i t  i s  n o t  k n o w n  w h a t  p r o p o r t i o n s  o f  
t h e  r e c e p t o r s  a r e  j u n c t i o n a l  a n d  e x  t r a  j  u n c t i o n a l . H c w e v e r ,  
t h i s  p r e p a r a t i o n  c o u l d  be  u s e d  t o  e l u c i d a t e  t h e  p h a r m a c o l o g y  
o f  t h e  m u s c l e  r e c e p t o r s  m o r e  f u l l y ,  a n d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  
i n s e c t  m u s c l e  r e c e p t o r s  a r e  c o m p l e x e s  o f  i n t e r a c t i n g  b i n d i n g  
s i t e s ,  c o m p a r a b l e  w i t h  m a m m a l i a n
2 9 0
GAE&a r e c e p t o r s ,  o r  w h e t h e r  t h e y  
s i m p l e  r e c e p t o r s  a s s o c i a t e d  o n l y  
c h a n n e l .
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w i t h  a  c h l o r i d e  i o n
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